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Editorial

La Parasitologia en Colombia: una visiéon panoramica

«Serré, fourmillant, comme un million d'helminthes,

dans nos cerveaux ribote un peuple de Démons,

et, quand nous respirons, la Mort dans nos poumons
descend, fleuve invisible, avec de sourdes plaintes».

Au lecteur, Les fleurs du mal, Charles Baudelaire (1821-1867)

«Oprimido, hormigueante, como un millén de helmintos,

en nuestros cerebros bulle un pueblo de Demonios,

y, cuando respiramos, la Muerte a los pulmones

desciende, rio invisible, con sordas quejas».

Al lector, Las flores del mal, Charles Baudelaire (1821-1867)

En Colombia, las enfermedades tropicales endémicas, entre ellas las
parasitosis humanas, han sido de interés como problemas de salud publica
y como objeto de investigacion desde comienzos del siglo XX hasta la
fecha. El Instituto Nacional de Salud fue una de las instituciones pioneras
en este campo, al desarrollar investigaciones y generar conocimiento
cientifico, lo cual ha contribuido a comprender mejor la epidemiologia de las
enfermedades parasitarias en el pais y a mejorar sus programas de control.

Entre los cientificos colombianos que pueden ser considerados como
precursores de la Parasitologia en Colombia, se encuentran nombres
ilustres que dejaron su huella en el Instituto, como César Uribe Piedrahita,
Santiago Renijifo, Hernando Groot, Ernesto Osorno Mesa, Augusto Gast
Galvis, Carlos Sanmartin Barberi y Augusto Corredor Arjona. Entre sus
muchas contribuciones cabe destacar la demostracion por primera vez de
la existencia de Trypanosoma cruzi'y Trypanosoma rangeli en Colombia
(1), el reporte del primer caso de leishmaniasis visceral en el pais (2), el
estudio de tripanosomas humanos y de animales (3), el primer estudio sobre
la distribucion de los triatominos domiciliarios vectores de la enfermedad
de Chagas (4), y las primeras encuestas nacionales de prevalencia de
toxoplasmosis (5) y de parasitismo intestinal (6).

En la segunda mitad del siglo XX, particularmente a partir de la
década de 1960, surgieron en el pais centros e institutos de investigacion
en Parasitologia y Medicina Tropical vinculados a instituciones o a
universidades publicas o privadas, como el Laboratorio de Parasitologia del
Instituto Nacional de Salud, el Centro de Investigaciones en Microbiologia
y Parasitologia Tropical de la Universidad de los Andes, el Centro de
Investigaciones en Enfermedades Tropicales de la Universidad Industrial
de Santander, el Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones
Médicas, el Instituto Colombiano de Medicina Tropical, la Corporacién para
Investigaciones Bioldgicas, el Programa para el Estudio y Control de las
Enfermedades Tropicales de la Universidad de Antioquia, el Laboratorio
de Investigaciones en Parasitologia Tropical de la Universidad del Tolima
y el Grupo de Investigacion en Parasitologia Molecular de la Universidad



del Quindio, entre otros. Por otro lado, en 1965, se fundé la Asociacion
Colombiana de Parasitologia y Medicina Tropical que congrega a los
investigadores de esta area del conocimiento de estas organizaciones.

Todos estos centros, que gozan de reconocimiento nacional e internacional,
han contribuido a la comprensién de las parasitosis, al conocimiento de
sus agentes etiolégicos, su ciclo de vida, su transmision, su diagndstico
parasitoldgico, serolégico y por deteccion de antigenos mediante diferentes
metodologias que han evolucionado a lo largo del tiempo, desde los métodos
parasitoldgicos hasta incorporar las aplicaciones de la biologia molecular, la
protedmica y la genémica. Asimismo, han enriquecido el conocimiento de sus
manifestaciones clinicas, su terapéutica, los aspectos epidemiolégicos, los
factores de riesgo, y las intervenciones de prevencion y control.

Las alianzas interdisciplinarias dentro de las instituciones y entre
ellas —a nivel nacional e internacional— han permitido el desarrollo de la
Parasitologia y el entendimiento de los parasitos desde diferentes puntos de
vista cientificos, asi como una aproximacion integral a las parasitosis. Cabe
destacar que los centros de investigacion han colaborado con el Ministerio de
Salud y Proteccion Social, asi como con las autoridades departamentales y
municipales de salud, para fortalecer los programas de control y eliminacién
de las parasitosis humanas, con el propdsito de beneficiar a las poblaciones
expuestas y vulnerables.

Las enfermedades parasitarias estan intimamente relacionadas con
la pobreza y las deficientes condiciones de vida, como la falta de acceso
al agua potable, al saneamiento basico, a la vivienda adecuada y a la
educacion. La mayoria de ellas se clasifican entre las enfermedades
tropicales desatendidas y perpetuan el circulo vicioso de pobreza y
enfermedad, porque contribuyen a disminuir la capacidad productiva y
los ingresos de las personas afectadas y de sus familias. En algunos
casos, como en los de las geohelmintiasis, la enfermedad de Chagas y la
toxoplasmosis, las consecuencias crénicas de la infeccion durante la infancia
se manifiestan en la adolescencia o en la edad adulta. Es evidente la relacion
de la malaria con algunas actividades ilicitas que se ejercen en ambientes
selvaticos, como la mineria ilegal o el cultivo y procesamiento de la hoja de
coca. El conflicto armado contribuy6 al aumento de casos y a la aparicion de
brotes de algunas de estas enfermedades, como la leishmaniasis cutanea.

La recesion, el desempleo y el aumento de la pobreza —desastrosas
consecuencias sociales y econdmicas de la pandemia del Covid-19— han
deteriorado aun mas las condiciones de vida de las poblaciones vulnerables
Yy, en consecuencia, puede darse a mediano plazo un aumento de la
incidencia y la prevalencia de las parasitosis endémicas.

El control o la eliminacién de las enfermedades parasitarias y
desatendidas requieren de un manejo integral que incluya los factores
sociales y ambientales determinantes de la salud. Las ciencias de la
Parasitologia clasica y molecular deben complementarse, no solamente
con otras ciencias bioldgicas y de la salud, sino también con las ciencias
humanas y sociales. Solo asi es posible lograr un control sostenible de las
parasitosis endémicas que, ademas, contribuya a mejorar el nivel de vida de
las poblaciones bajo riesgo.

Como todos los paises miembros de la Organizacion de las Naciones
Unidas, Colombia esta comprometida con el logro de los objetivos de



desarrollo sostenible para el 2030. El objetivo 3, “Garantizar una vida sana

y promover el bienestar para todos en todas las edades” (7), incluye como
una de sus metas la eliminacién de la malaria y las enfermedades tropicales
desatendidas. Siendo conscientes del impacto negativo que la pandemia

ha tenido sobre los programas de control de las enfermedades parasitarias,
una vez superada esta, uno de los mayores desafios sera el de recuperar el
tiempo y los avances perdidos e intensificar las intervenciones para alcanzar
la meta del objetivo 3 en el 2030.

Sofia Duque
Grupo de Parasitologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia
sduque @ins.gov.co

Adriana Arévalo
Grupo de Parasitologia, Instituto Nacional de Salud, Bogotd, D.C., Colombia
aarevalo@ins.gov.co

Rubén Santiago Nicholls
Investigador Emérito, Instituto Nacional de Salud, Bogotd, D.C., Colombia
rsnichollso @ gmail.com
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La tungiasis es una ectoparasitosis endémica en Latinoamérica y esta asociada a factores
de riesgo como la ruralidad, la pobreza y la convivencia con animales. Popayan, una ciudad
al suroccidente de Colombia, fue histéricamente afectada por la tungiasis, tanto asi que

a sus habitantes los apodan “patojos” debido a la forma de caminar de sus habitantes
infestados por la pulga. Hoy la enfermedad se creia eliminada.

Se presenta el caso de un nifio de 12 afios procedente del area urbana de Popayan,

que consultd por lesiones papulares de bordes circulares, centro negruzco y halo
hiperqueratosico en ambos pies, de un mes de evolucion. Por los hallazgos clinicos

se sospechd tungiasis y se le administré ivermectina. Las lesiones se removieron
quirdrgicamente y se enviaron para analisis parasitoldgico, el cual confirmé la presencia

de Tunga penetrans. La evolucion del paciente fue satisfactoria. La Secretaria de Salud
Municipal de Popayan inspeccion6 el domicilio del paciente y encontrd perros migrantes del
Pacifico colombiano en sus alrededores, algunos con lesiones sospechosas de tungiasis.
Se documenta, asi, el resurgimiento de esta enfermedad en el area urbana, probablemente
debido a la migracion de animales desde las zonas rurales. Es importante reconocer la
existencia de la pulga en zonas rurales y urbanas, hacer el diagndstico médico y reportar
los casos a los entes de vigilancia. Estas acciones permitiran ofrecer un apropiado manejo
y control sanitario de esta ectoparasitosis desatendida en humanos y animales.

Palabras clave: Tunga; tungiasis; parasitos; Colombia.
Tungiasis in the urban area of Popayan, Colombia: A case report

Tungiasis is an endemic ectoparasitosis in Latin America associated with risk factors such
as rurality, poverty, and living with animals. In Popayan, a city in southwest Colombia, the
disease was highly prevalent in the past, to such degree that its inhabitants were given the
nickname of patojo, a word that describes the way of walking of people infested by the flea.
However, it was believed eradicated at present.

We present the case of a 12-year-old boy living in the urban area of Popayan, who
presented with a one-month history of papular lesions with circular edges, blackish center,
and hyperkeratotic halo on both feet. Tungiasis was suspected based on the clinical
findings and ivermectin was administered. The lesions were surgically removed and sent
for parasitological analysis, which confirmed the presence of Tunga penetrans. The patient
evolved satisfactorily. The Secretaria de Salud Municipal de Popayan carried out an
inspection of the patient’s home where migrant dogs from the Colombian Pacific were found
in the surroundings, some with suspicious lesions of tungiasis.

We document here the resurgence of this pathology in urban areas, probably secondary

to the migration of animals from rural areas. It is important to recognize the existence

of the flea in rural and urban areas, make a medical diagnosis, and report cases to the
surveillance entities to enable appropriate management and sanitary control of this
neglected ectoparasitosis in humans and animals.

Keywords: Tunga; tungiasis; parasites; Colombia.

La tungiasis es una ectoparasitosis desatendida que afecta la piel y es
producida por la hembra de Tunga penetrans. Esta pulga también se conoce
como “nigua” (Argentina, Ecuador, Venezuela, Colombia y el Caribe), “pique”
(Argentina, Chile, Uruguay y Paraguay), “chica” (Colombia y Venezuela),
“kuti” (Bolivia) o “bicho do pé” (Brasil) (1-7). Es una enfermedad endémica en
el Africa subsahariana, el Caribe y América Latina, donde tradicionalmente
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se ha asociado a poblaciones que viven en zonas rurales en condiciones
marginales y precarias. En las comunidades endémicas, la prevalencia puede
llegar hasta el 30 % en la poblacién general y el 85 % en los nifios (3,8,9).

La tungiasis era comun en Colombia. No obstante, su incidencia
disminuyd gracias a factores como la aplicacion de insecticidas, las mejoras
en las viviendas y el uso de calzado (2). Hay tres publicaciones de casos de
tungiasis en el pais que describen pacientes de regiones rurales o selvaticas
0 en condiciones de precariedad; dos corresponden a reportes de caso de
pacientes provenientes de areas rurales (10,11) y la otra es una serie de
casos de indigenas de la regién amazénica (12).

Popayan es una ciudad del suroccidente de Colombia que fue
histéricamente muy afectada por la tungiasis, pero ante la ausencia de casos
reportados, actualmente la enfermedad se creia eliminada en el area urbana.

Se presenta el caso de un nifio de 12 afios procedente del area urbana
de Popayan, con lo cual se documenta la persistencia de la enfermedad en la
regién, no solo en condiciones de ruralidad y pobreza, sino también en areas
urbanas con adecuadas condiciones de higiene.

Caso clinico

Se trata de un nifio de 12 afos, originario y procedente de Popayan, que
consulté por presentar lesiones cutaneas no pruriginosas ni supurativas en
ambos pies, de un mes de evolucion. El nifio tenia antecedentes de asma y
rinitis alérgica y su esquema de inmunizaciones estaba completo. El paciente
residia en una casa del area urbana de Popayan, construida con cemento y
piso de baldosa, convivia con sus padres, un hermano y dos perros; ninguno
presentaba lesiones similares. En la regién posterior de la casa, habia un
patio de tierra con algunos cerdos con los que el paciente no habia tenido
contacto. La familia tenia buenas practicas de higiene, usaban calzado
dentro de la casa la mayor parte del tiempo, contaban con todos los servicios
publicos y un adecuado acceso a la atencion en salud. No habian realizado
viajes a areas rurales recientemente, pero la madre refirié haber presentado
tungiasis diez afos atras.

En el examen fisico se evidenciaron tres lesiones papulares con un halo
blanquecino y un punto negro central: una en el borde ungular del segundo
dedo del pie derecho (figura 1), otra en el borde ungular del quinto dedo del
pie izquierdo (figura 2) y otra en la planta del pie izquierdo (figura 3). No habia
dolor a la palpacion, ni sangrado o supuracién.

Con base en las caracteristicas clinicas, se diagnosticé tungiasis, se
le administroé una dosis Unica de ivermectina de 200 pg/kg y se le hizo la
extraccion quirdrgica de las lesiones, las cuales se enviaron a estudio. El
analisis parasitoldgico confirmd la presencia de restos de hembras adultas de
T penetrans, con huevos en su interior (figuras 4 y 5).

El manejo del caso se complementé con un estudio de campo adelantado
por el servicio de sanidad ambiental de la Secretaria de Salud Municipal de
Popayan, en el cual se determind que se trataba del primer caso confirmado
de tungiasis en la historia de Popayén. Se visitd el domicilio del paciente y se
encontré que habia cerdos y perros en buen estado de salud y sin lesiones
de tungiasis. En los alrededores del domicilio, se encontraron granjas
porcicolas y sobrepoblacién de perros (mas de uno por cada 10 habitantes),
algunos de ellos procedentes de zonas rurales del Pacifico colombiano.
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Los perros evaluados presentaban lesiones eritematosas y pruriginosas en
las almohadillas interdigitales anteriores, sugestivas de T. penetrans por su
localizacién anatdmica, aunque esto no se confirmé mediante el diagndstico
parasitoldgico.

Al mes de la consulta inicial, el paciente fue valorado en un control y se
evidencié la resolucién total del cuadro, descartandose la presencia de nuevas
lesiones. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de la madre del
paciente para la publicacion de este informe del caso y de las imagenes.

3 ¥
Figuras 1 y 2. Lesidn tipica de tungiasis en estadio 3a. Se observa una papula transltcida Figura 3. Lesion tipica de tungiasis en estadio 5.
con borde bien definido y circular, y en el centro, un area puntiforme color negro y halo Se observa una papula circular difusa, desecada,
hiperqueratosico. con punto negro central cubierto de costra

Figuras 4 y 5. Restos de Tunga penetrans. Se observan el vientre y la cloaca del parasito, con
presencia de huevos en el interior y exterior. Sin coloracion, 4X.

Discusion

Se trata del primer reporte primer reporte que confirma clinica y
parasitolégicamente la existencia de tungiasis en Popayan, una region
tradicionalmente afectada, en la que la presencia de la enfermedad se habia
informado Unicamente en documentos de historia y en su tradicion oral
(4,6,7). El sobrenombre de las gentes de Popayan es “patojo; término que
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alude a personas con los pies torcidos o cojos, cuya forma de caminar imita
la de los patos. Tunga penetrans, mas conocida en la region como “nigua;
era muy frecuente en la ciudad y al introducirse en los pies impedia que los
afectados caminaran normalmente, lo que dio origen al gentilicio (3,4,6,7).

El filésofo y escritor José Néstor Valencia Zuluaga relataba en su articulo
“Nuestro pasado con las niguas” que, en su tesis de 1937 el médico francés
Pierre Crouchet recogia como habia constatado mas de dos mil casos de
tungiasis en Popayan, proponiendo que las niguas estaban relacionadas con la
inteligencia de los “patojos’ informacién cuya fuente no pudo encontrarse (4).

La historia también cuenta que “Don Quijote de la Mancha” se habria
escrito gracias a las “niguas” Se dice que Cervantes se enfermé de tungiasis
tras convivir con un amigo que llegé de Popayan infestado de pulgas; estas
le habrian ocasionado a Cervantes un estado febril tan intenso que lo hizo
imaginar las locas aventuras de su personaje (4).

La tungiasis influyé sobre la arquitectura y la cultura de esta ciudad
colombiana conocida como la “Ciudad Blanca” Todas las paredes de su
centro histdérico son blancas debido a que en la época en que las niguas
abundaban se pintaron las fachadas con cal para erradicarlas. Ademas, eran
frecuentes las piedras marfileias incrustadas en las esquinas de las casas
del centro de la ciudad, las cuales servian a sus habitantes para rascarse los
pies (figura 6), tal como lo sefiala Horacio Dorado: “Era costumbre rascarse
en las piedras de las calles” (7).

Figura 6. Piedras marfilefias en las esquinas de Popayan que
servian a sus habitantes para rascarse y calmar el prurito producido
por la tungiasis

11
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Con el desarrollo de la ciudad, la pavimentacién de carreteras, los
insecticidas y el uso de calzado, la carga de tungiasis fue disminuyendo (4,6).
El historiador Octavio Hernandez Jiménez escribia: ‘A finales del siglo XX se
habian habilitado los subterraneos con nuevos cuartos o viviendas, se habian
pavimentado y ya no habia terneros, vacas, perros o gallinas para guardar,
se acabaron del todo las niguas” (6). Segun estos relatos. la tungiasis parecia
ser una enfermedad ya extinta en la ciudad de los patojos. Sin embargo, el
caso descrito nos muestra lo contrario.

Epidemiologia

La tungiasis es una ectoparasitosis endémica en Latinoamérica; no
obstante, en Colombia no hay datos sobre su frecuencia a nivel nacional.
Solo se encontrd un estudio en una poblacién indigena amazoénica que
reporté una incidencia de tungiasis de 3 a 8 casos por cada 1.000 indigenas y
compromiso del 62 % de los perros (2).

La prevalencia por edad sigue una distribucion en forma de S, con un pico
en nifos entre 5y 14 anos y otro en ancianos (8). El paciente reportado se
encontraba en el rango de edad considerado como pico para la tungiasis.

Los factores de riesgo tipicos de la enfermedad incluyen la residencia en
areas rurales o costeras, la pobreza, el habitar en casas con piso de arena
o tierra o caminar sobre suelos de tierra o arena, el no usar calzado, la mala
higiene, el abandono social, y la falta de educacién y de atencién en salud
(2,13). Contrario a ello, el paciente que reportamos vivia en una zona urbana
en la que no se evidenciaban estos factores.

La tungiasis afecta un amplio espectro de animales, tales como perros,
gatos, cerdos, vacas y ratas, por lo que los patrones de cohabitacion entre
animales y humanos tienen un papel fundamental en la dinamica local de
transmision de la enfermedad. Feldmeier, et al., plantean el control de los
criaderos y reservorios animales como estrategia para combatirla (8). En
ciudades intermedias como Popayan, es frecuente encontrar patrones de
convivencia con ganado bovino y porcino y con otros animales, factor que
estuvo presente en el caso reportado, aunque en el domicilio del nifio los
animales se encontraban sanos. De todas maneras, dicha convivencia podria
propiciar la transmisién de la enfermedad en este tipo de ciudades.

En algunos estudios en Africa se ha evidenciado que la tungiasis ha
empezado a extenderse mas alla de las areas rurales como consecuencia
de la construccién de carreteras y el aumento de la movilidad humana, lo
que ha permitido que T. penetrans viaje largas distancias desde el area rural
hasta las urbes; ademas, la movilizacién de los reservorios animales ha sido
clave para esto (8). Este mecanismo podria explicar el probable resurgimiento
actual de la tungiasis en el area urbana de Popayan, ya que el andlisis de
campo evidencié la migracién de perros del area rural hacia la zona urbana,
los cuales podrian actuar como reservorios de T. penetrans y transmitir la
enfermedad a animales y humanos de la ciudad.

Clinica

Las manifestaciones de la tungiasis estan asociadas con el ciclo de vida de la
pulga hembra dentro del huésped. Cerca del 99 % de las lesiones ocurre en los
pies debido a que la pulga salta un maximo de 20 cm y los sitios més afectados
son las regiones periungulares, los pliegues interdigitales y las plantas (9,13,14).
Las lesiones incluyen papulas, ndédulos o placas unicas o mdltiples, grisaceas o
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marrones, caracterizadas por una triada clinica clasica que comprende un punto
negro central, correspondiente a la cloaca, un halo transltcido alrededor, que

es el abdomen lleno de huevos, y un area de hiperqueratosis periférica como
reaccion al cuerpo extrafio en la piel circundante (14-16).

La reaccién inflamatoria que se desarrolla alrededor de la pulga enterrada
es la causante de la sintomatologia de la tungiasis, caracterizada por eritema,
edema, prurito, dolor y calor locales, la cual, a medida que progresa, aumenta
la frecuencia de la sobreinfeccidn bacteriana (8,13). La llamada clasificacion
de Fortaleza, propuesta en el 2013, describe la historia natural de la tungiasis
humana y la divide en cinco etapas (14). Segun esta clasificacion, en el presente
caso las lesiones se encontraban en estadio 3a (figuras 1y 2) y 5 (figura 3).

Complicaciones

La tungiasis es una enfermedad que puede generar gran morbilidad,
aguda y crdnica. Algunas de las complicaciones mas frecuentes son
abscesos, ulceras profundas, flemones, linfangitis, osteomielitis, neuritis
ascendente, fascitis, gangrena y sepsis, y su asociacion con micosis
profundas y tétanos. Puede llevar a la necrosis de tejidos blandos, de
ligamentos o de huesos, y provocar la autoamputacion de los dedos con la
consecuente deformidad y alteracion de la marcha (8,13,14,17).

La tungiasis grave es comun en areas con gran frecuencia de reinfeccion,
en donde las condiciones de higiene son precarias, y es mas frecuente en
nifnos y ancianos (8,9). Es una enfermedad que puede generar discapacidad
y pérdida de la calidad de vida (8,9,14). Afortunadamente, el paciente
reportado cursé con una enfermedad leve y no tuvo ninguna complicacion.

Diagndstico

El diagndstico se hace con base en los hallazgos clinicos a partir de la
morfologia y la topologia de las lesiones, teniendo en cuenta los posibles
factores de riesgo y la historia natural de la enfermedad (14). Mediante
dermatoscopia, se puede visualizar la triada clinica clasica caracteristica, el
exoesqueleto y, en ocasiones, los huevos de la pulga (16).

El diagnéstico histopatoldgico no esta indicado de forma rutinaria. Sin
embargo, se puede hacer biopsia de las lesiones, la cual puede evidenciar en
el tejido areas de hiperqueratosis, paraqueratosis, acantosis y espongiosis; a
veces, es posible visualizar la morfologia de la pulga y sus huevos (9,14,18).
En este paciente se logro el diagndstico parasitoldgico y se observaron T
penetrans adultas con huevos en su interior.

Entre los diagnodsticos diferenciales se encuentran verrugas, infecciones y
abscesos pidgenos, micosis profundas, paroniquia aguda, reaccién a cuerpo
extrafio, escabiosis, miasis, larva migrans, melanoma, quiste dermoide y
mordedura o picadura de otros artrépodos (2,18).

Tratamiento

El tratamiento definitivo es la extraccién quirdrgica de las lesiones,
procedimiento que debe llevarse a cabo bajo condiciones de asepsia y tan
pronto se haga el diagndstico, por el riesgo de sobreinfeccidn bacteriana;
ademas, deben retirarse todas las lesiones completamente, pues la
persistencia de cualquier resto provoca una reaccién inflamatoria intensa. En
las areas rurales, es comun el uso de métodos de extraccion no estériles, con
instrumentos como agujas y espinas (9,14,18).
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Tras la extraccion, se recomienda aplicar un antibiético topico para evitar
la sobreinfeccion bacteriana (9,18). Ademas, existe riesgo de infeccion por
Clostridium tetani debido a que T. penetrans puede recoger esporas de estas
bacterias, que también pueden adquirirse en extracciones que no se hacen
con la debida asepsia, por lo cual en algunas publicaciones se recomienda
aplicar profilaxis para tétanos a aquellos pacientes infectados que no hayan
sido vacunados (2,8,9,18). En el caso reportado, se empled un método de
extraccion estéril y el nifo tenia su esquema completo de vacunacion, por lo
que no fue necesaria la aplicacién del toxoide tetanico.

Ningun medicamento ha demostrado ser efectivo en el tratamiento de la
tungiasis (9,13). La ivermectina se ha empleado ampliamente con base en la
observacion anecddtica de su efectividad; sin embargo, en un estudio clinico
aleatorizado, se documenté que el uso de ivermectina no era mas efectivo
que el placebo (19). En estudios recientes se ha evaluado la efectividad
del tratamiento tépico con una dimeticona conocida como NYDA™ con
resultados esperanzadores. La dimeticona se aplica sobre el cono abdominal
trasero de la pulga que sobresale por encima de la piel, ya que alli terminan
y empiezan varios sistemas vitales del parasito, con lo que se ataca sus
sistemas respiratorio, digestivo y genital (3). La tungiasis es una enfermedad
desatendida y falta evidencia sobre este tipo de tratamiento. En el paciente
reportado, las lesiones mejoraron tras la extraccion total, aunque también
recibié una dosis de ivermectina.

Prevencion

La prevencion basada en la mejora de las condiciones de vida y el control
de los factores de riesgo modificables son los Unicos medios disponibles para
combatir la transmision y la infestacién (8,9). En un estudio en la Amazonia
colombiana, se demostré que el cambio de piso de tierra por piso sélido,
la humectacién y rociado con piretroides, mas un tratamiento simultaneo y
oportuno de humanos y reservorios, han dado resultados favorables en la
poblacién intervenida (2). El uso de calzado cerrado es una buena medida
en aquellas poblaciones en donde no es frecuente usarlo, asi como la
autoexploracion diaria para detectar lesiones incipientes; estas medidas son
factores de proteccidn que disminuyen la presencia de tungiasis (20). En
otros estudios se ha evaluado la efectividad del Zanzarin™, un repelente de
origen vegetal que contiene aceite de coco, extracto de jojoba y Aloe vera, el
cual reduce la tasa de ataque, la intensidad de la infestacion y la morbilidad
asociadas con la tungiasis (21,22).

Conclusioén

Se presenta el caso de un paciente con tungiasis, procedente de un area
urbana, lo que evidencia el resurgimiento de la enfermedad en la ciudad,
probablemente por la migracion de animales desde zonas rurales.

Es posible que exista un subregistro de esta enfermedad y de su reporte a
los entes de vigilancia, debido al desconocimiento que hay sobre ella y la falta
de sospecha diagnéstica. Es necesario implementar acciones para un manejo
adecuado de esta condicidn tanto en humanos como en animales, asi como
brindar educacion en la prevencion, hacer busqueda activa de los focos de
tungiasis en areas urbanas y llevar a cabo el control sanitario. En este reporte
se demuestra el resurgimiento de la tungiasis en la ciudad de los “patojos” y,
probablemente, en otras urbes.
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Case report

Chronic Cystoisospora belli infection in a
Colombian patient living with HIV and poor
adherence to highly active antiretroviral therapy

Ana Luz Galvan-Diaz', Juan Carlos Alzate?3, Esteban Villegas?®, Sofia Giraldo®, Jorge

Botero?*, Gisela Garcia-Montoya®

' Grupo de Microbiologia Ambiental, Escuela de Microbiologia, Universidad de Antioquia,

Medellin, Colombia

2 Unidad de Micologia Médica y Experimental, Corporacion para Investigaciones Biol6gicas-
Universidad de Santander, Medellin, Colombia

3 Unidad de Investigacion Clinica, Corporacion para Investigaciones Biologicas, Medellin, Colombia

4 Grupo de Parasitologia, Facultad de Medicina; Corporacién Académica para el Estudio de las
Patologias Tropicales, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia

5 Centro Nacional de Secuenciaciéon Genémica, Sede de Investigacion Universitaria, Universidad
de Antioquia, Medellin, Colombia

Cystoisospora belli is an intestinal Apicomplexan parasite associated with diarrheal iliness
and disseminated infections in humans, mainly immunocompromised individuals such as
those living with the human immunodeficiency virus (HIV) or acquired immunodeficiency
syndrome (AIDS). An irregular administration of highly active antiretroviral therapy (HAART)
in HIV patients may increase the risk of opportunistic infections like cystoisosporiasis.

We describe here a case of C. belli infection in a Colombian HIV patient with chronic
gastrointestinal syndrome and poor adherence to HAART. His clinical and parasitological
cure was achieved with trimethoprim-sulfamethoxazole treatment. Although a reduction in
the number of C. belli cases has been observed since the use of HAART, this parasite still
has to be considered as a differential diagnosis of diarrheal disease in HIV/AIDS patients.
Effective interventions enhancing adherence to HAART should be included in HIV patient
care programs.

Keywords: Apicomplexa; diarrhea; HIV; acquired immunodeficiency syndrome; antiretroviral
therapy, highly active; Colombia.

Infeccidn crénica por Cystoisospora belli en un paciente colombiano con HIV y
cumplimiento deficiente de la terapia antirretroviral de gran actividad

Cystoisospora belli es un parasito intestinal del filo Apicomplexa asociado con
enfermedades diarreicas e infecciones diseminadas en humanos, principalmente

en individuos inmunocomprometidos, como aquellos infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) o el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida). El
cumplimiento inadecuado de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) puede
aumentar el riego de infecciones oportunistas, incluida la cistoisosporiasis.

Se describe el caso de infeccién por C. belli en un paciente colombiano con HIV,

que presentd un sindrome gastrointestinal crénico e incumplia el tratamiento con la
TARGA. Después del diagnéstico parasitoldgico, el paciente fue tratado con trimetoprim-
sulfametoxazol, lograndose la recuperacion clinica y la cura parasitoldgica. Aunque se

ha observado una reduccién en el nimero de casos de C. belli desde la implementacion
de la TARGA, este parasito aun debe considerarse en el diagndstico diferencial de las
enfermedades diarreicas en pacientes con HIV/sida. Los programas de atencion deben incluir
intervenciones efectivas que potencien el cumplimiento de la TARGA en estos pacientes.

Palabras clave: Apicomplexa; diarrea; VIH; sindrome de inmunodeficiencia adquirida;
terapia antirretroviral altamente activa; Colombia.
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Cystoisospora belli is an obligate intracellular Apicomplexan parasite from
the family Sarcocystidae responsible for human cistoisosporiasis, an intestinal
cosmopolitan infection that is more frequent in tropical and subtropical
regions (1-3). Although it was originally described in the genus Isospora, the
identification of morphological, biological, and genetic differences between
species from nonmammalian and mammalian hosts led to the creation of the
genus Cystoisospora (4), which includes mammalian species with facultative
heteroxeny, oocysts containing two sporocysts with four sporozoites each, no
Stieda bodies in sporocysts, and the ability to produce monozoic tissue cysts
in intermediate or paratenic hosts (1,5,6).

Cystoisospora belli has a fecal-oral transmission cycle (3). Human hosts
become infected through the ingestion of sporulated oocysts present in water
or contaminated food. After consumption, the oocysts excyst in the small bowel
and release sporozoites which invade enterocytes where the parasite multiplies
asexually (endodyogeny) and sexually within the parasitophorous vacuole (2,3,7).
Cystoisospora belli can also infect epithelial cells of bile ducts and gallbladder,
especially in severely immunocompromised patients. Its life cycle is completed
by the generation of an immature oocyst via fertilization of a female gamete
(macrogamont) by a male gamete (microgamont) (2,3,7,8). Oocysts are excreted
in stool and sporulate in the environment where they can survive for months.

Cystoisospora belli oocysts are generally bell-shaped, their size is 17-
37 x 8-21 pm, and they have a very thin and smooth oocyst wall (3). Some
sporozoites encyst in extra-intestinal organs (spleen, liver, mediastinal,
trachea-bronchial, and mesenteric lymph nodes) and in intestinal lamina
propria, particularly in immunosuppressed humans, producing monozoic
tissue cysts (2,3,7,9). Until now, paratenic or intermediate hosts have not been
identified in C. belli’s life cycle.

Cystoisosporiasis is characterized by watery diarrhea, abdominal pain,
fever, nausea, anorexia, significant weight loss, and may lead to dehydration
and cachexia (3,7). Eosinophilia, steatorrhea, and the presence of Charcot-
Leyden crystals are also common in C. belli infection (3). Symptoms are more
severe in patients with immunity alterations, especially AIDS, but also in those
with organ transplants subjected to immunosuppressive therapy, as well as
patients with Hodgkins disease, leukemia, and HTLV infection, among others
(2,3,7). Immunocompetent hosts usually develop self-limited watery diarrhea
and cases are mostly related to travelers from endemic areas.

Cystoisosporiasis therapy involves supportive treatment (fluid, electrolyte, and
nutritional support) and antibiotics, trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMX) or
cotrimoxazole, being the drugs of choice (3,8). Recurrence reports are common,
which makes the infection difficult to eradicate and favoring its chronicity.

Despite its global distribution, C. belli is particularly endemic in tropical
and subtropical areas from low-income countries in the Caribbean, Central
and South America, Africa, and South-East Asia (3,10). Prevalence rates
are significantly higher in HIV-infected patients compared to HIV-negative
ones with values ranging between 0.4% and 28% (3). Data from endemic
areas also vary among countries with prevalences ranging from 1.1% to 30%
in South America (3). Cystoisospora belli epidemiology has been poorly
evaluated in Colombia; the few studies conducted report prevalence rates
between 0.06% and 8% in patients living with HIV and children (11-15) (table
1). Here we describe a case of chronic diarrhea due to C. belli in a Colombian
patient living with HIV and poor adherence to HAART.
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Table 1. Cystoisospora belli prevalence data from studies in Colombia

Author City Population Pre\;il/r)ance Reference
Lépez, et al., 1999 Bogota HIV patients 1.9 (11)
Arzuza, et al., 2003 Cartagena HIV patients 79 (12)
Botero, et al., 2004 Medellin ~ HIV patients 19 (13)
Carmona, et al., 2013 Turbo Children 0.06 (14)
Lucero-Garzon, et al., 2015 Florencia Children 8 (15)

Case report

We report a 57-year-old heterosexual man diagnosed with HIV nine years
ago. He has two children and no stable partner and he currently attends a
care program for people living with HIV. He lives in an urban area of Caucasia
municipality in Antioquia, Colombia. The town is located 270 Km from
Medellin, it is 150 meters above sea level, with an average temperature of
25°C to 32°C and a tropical monsoon climate. The patient works in different
trades related to auto mechanics. He was admitted to the care program
on July 3, 2018, and restarted the HIV second-line regimen of zidovudine/
lamivudine/lopinavir/ritonavir (AZT/3TC-LPV/r).

In the anthropometry evaluation, mild malnutrition (BMI=17.92) was
reported but no other antecedents or comorbidities, except active smoking. He
had received vaccination against hepatitis B, influenza, and pneumococcus
a year earlier. Due to his history of poor adherence to antiretroviral therapy,
follow-up was established to ensure treatment success.

He consulted with a four-month history of diarrhea, abdominal distension,
flatulence, subjective weight loss, rectal bleeding, and hematochezia, but
no fever. Gastrointestinal symptoms coincided with the start of the HAART.
Initially, these symptoms were associated with the enhanced protease inhibitor
included in the highly active antiretroviral therapy cocktail and, therefore,
appropriate recommendations were given to improve gastrointestinal tolerance
to these drugs.

Besides, a parasitological study was requested to identify the infectious
etiology of the clinical syndrome. Cystoisospora belli oocysts were detected
by microscopic analysis of direct saline and iodine wet mounts of the patient’s
stool (figure 1A) along with the modified Ritchie sedimentation method. The
diagnosis was confirmed by using the Kinyoun stain technique (figure 1B).

A B

Figure 1. Inmature Cystoisospora belli oocyst with one sporoblast. A. Direct saline wet mount.
400X. B. Inmature Cystoisospora belli oocyst with one sporoblast. Kinyoun stain, 1.000X.
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At the time of the diagnosis, the patient’s HIV viral load was <40 copies/
ml and his CD4 T lymphocytes count was 465 cells/mm3. The hematological
parameters were normal and he was negative for hepatitis C (antibodies) and
hepatitis B (antigens and antibodies).

The patient was prescribed trimethoprim/sulfamethoxazole (TMP/SMX)
DS 160/800 mg every 12 hours for two weeks and then every 24 hours for the
same period. A full recovery of the gastrointestinal symptoms was achieved
and the anthropometric data of the patient indicated a eutrophic nutritional
status (BMI=19.21) and a weight gain of 6 kg since the last control.

Ethical considerations

The study protocol followed the ethical guidelines of the 2013 Declaration
of Helsinki. All approvals observed the ethical standards set by the Ministry
of Health of Colombia (Resolution 008430 of 1993). The patient signed an
informed consent explaining the purposes, benefits, and risks of the study.
The patient’s data were kept in confidentiality. The Universidad de Antioquia
Bioethics Committee approved the investigation protocol (official document N°
17-06-760).

Discussion

Diarrhea is a frequent and often inadequately treated complication in
people living with HIV, which contributes to the reduced life quality and
survival of these patients. It is estimated that 50% - 60% of AIDS patients
have diarrhea at some point during their illness (16) and nearly 90% of them
in developing countries (17). Hence, the etiology of this symptom should be
carefully studied to reduce the morbidity and mortality associated.

Although HAART has significantly reduced the incidence of most
opportunistic infections, parasite-related diarrhea remains a common problem
in patients living with HIV, particularly in developing countries where they are
probably underestimated (10,18). Cystoisospora belli is one of the parasites
most frequently associated with diarrhea in patients living with HIV. During
the 90s, C. belli cases were described worldwide, however, in the HAART
era, cystoisosporiasis cases have concentrated in tropical and subtropical
areas of developing countries (10). A recent global systematic review and
meta-analysis of parasite prevalence in patients living with HIV showed a
heavy burden of Cryptosporidium, microsporidia, and Cystoisospora infection,
especially in low-income countries and sub-Saharan Africa (10). The few
studies found in Latin American countries indicate that the epidemiology of
this parasite is poorly known in our continent.

Here, we present a C. belli infection case associated with chronic
diarrhea in a Colombian patient from Caucasia municipality where tropical
monsoon climate facilitates the sporulation of the parasite oocysts and
their transmission to humans. Additional factors are probably related to an
increased risk of C. belli infection including the lack of access to sanitation
facilities and safe water usually present in this region of the country. Sanitation
conditions are determinant factors for cystoisosporiasis incidence and
permanence.

The patient’s poor adherence to HAART is an issue of concern. Irregular
administration of HAART in patients living with HIV not only reduces
the likelihood of optimal viral suppression but also increases the risk of
opportunistic infections such as cystoisosporiasis. Therefore, adherence to
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treatment has become crucial in the clinical and public health management
of HIV infection (19). Unfortunately, adverse drug reactions are one of the
main causes for HAART discontinuation; several adverse effects related to
the HAART drug cocktail components are known, among them protease
inhibitors (19). Initially, gastrointestinal symptoms in our patient were thought
to be related to the HAART therapy, but parasitological analysis confirmed the
infectious etiology of the syndrome detecting C. belli oocysts in his stool.

Cystoisospora belli chronicity could be related to infection persistence
possibly associated with the reactivation of the tissue cysts formed by the
parasite in extra-intestinal organs or in the lamina propria of the intestine (3).
Cystoisosporiasis recurrences are increasingly observed in patients living with
HIV/AIDS, particularly in those who do not respond properly to the treatment
(20). The standard treatment for C. belli infection is oral trimethoprim-
sulfamethoxazole for 7 to 10 days in immunocompetent patients; however,
immunosuppressed patients usually need longer treatment schedules or
high doses, as well as maintenance therapy with cotrimoxazole to prevent
relapses, which occur in nearly 50% of patients following discontinuation of
initial therapy (21).

In this case, the patient recovered from the symptoms and responded well
to the treatment administered after the parasitological diagnosis. Persistent
infection was most likely due to the absence of an effective treatment given
the late detection of C. belli. One of the major problems associated with the
diagnosis of intestinal parasites, including C. belli, is the intermittent shedding
of their oocyst in the feces favoring false-negative results. Generally, multiple
samples collected on non-consecutive days improve the sensitivity of the
direct parasitological analysis (21).

Conclusion

Although cystoisosporiasis is considered a rare condition, it should
be considered in the differential diagnosis of chronic diarrhea in
immunosuppressed individuals, especially HIV/AIDS patients from tropical
and subtropical regions. This report addresses the importance of a correct
and timely parasite diagnosis to improve patients’ outcomes. Laboratory
technicians must be trained on parasite identification and the factors that
improve the sensitivity of diagnostic techniques. Finally, the availability of
parasite DNA will allow us to carry out future molecular studies regarding
species confirmation and parasite’s genetic diversity in our population thus
contributing to the knowledge of its biology.
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Introduccién. Las amebas no patdgenas Entamoeba dispar, Entamoeba moshkovskii

y Entamoeba bangladeshi son morfologicamente idénticas a Entamoeba histolytica,
parasito responsable de la amebiasis, por lo cual se necesitan técnicas moleculares para
diferenciarlas.

Objetivo. Determinar la frecuencia de las diferentes especies de Entamoeba mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR) en muestras
fecales de nifilos menores de cinco afos con diarrea, provenientes de Maracaibo
(Venezuela).

Materiales y métodos. Se recolecté una muestra fecal por individuo en 75 nifios con
diarrea (grupo de casos) y en 25 ninos sin diarrea (grupo control). Las heces se evaluaron
mediante examen microscépico, método de concentracion de formdl-éter y PCR multiple
anidada en una sola ronda para identificar E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii.
Ademas, se hizo una encuesta en la que se recopilaron los datos demograficos, signos,
manifestaciones clinicas y estrato socioeconémico de los ninos.

Resultados. El 48 % de los participantes (38 del grupo de casos y 10 del grupo de control)
tenian enteropardasitos. Solo en las muestras de cuatro de los nifios, se encontraron quistes
del complejo Entamoeba (tres en el grupo de casos y uno en el de control). Mediante PCR
se amplificaron nueve muestras (9 %) para la deteccion de las amebas estudiadas. En el
grupo de casos se registraron tres (28,13 %) de E. histolytica, cuatro (30,50 %) de E. dispar
y una (9,37 %) de E. moshkovskii, en tanto que solo una (25 %) muestra amplifico para E.
dispar en el grupo de control.

Conclusioén. En general, predomind E. dispar; sin embargo, todos los infectados con E.
histolytica se detectaron en el grupo de nifios con diarrea y se detecto el primer caso de E.
moshkovskii en la region.

Palabras clave: Entamoeba; Entamoeba histolytica; reaccién en cadena de la polimerasa
multiplex; nifo; diarrea; Venezuela.

Molecular identification of Entamoeba histolytica, E. dispar, and E. moshkovskii in
children with diarrhea from Maracaibo, Venezuela

Introduction: Entamoeba histolytica is an amebiasis-producing parasite. However,
Entamoeba dispar, Entamoeba moshkovskii, and Entamoeba bangladeshi are non-
pathogenic amoebae morphologically identical to it and, therefore, molecular techniques are
required for their differentiation.

Objective: To determine the frequency of Entamoeba species by polymerase chain reaction
(PCR) in fecal samples from children under five years with diarrhea from Maracaibo
(Venezuela).

Materials and methods: A fecal sample per individual was collected from 75 children

with diarrhea (case group) and 25 children without diarrhea (control group). Stools were
evaluated by microscopic examination, formol-ether concentration method, and nested-
multiplex PCR in a single round for the identification of E. histolytica, E. dispar, and E.
moshkovskii. In addition, a survey was conducted in which demographic data, signs, clinical
manifestations, and socioeconomic status were registered.

Results: In total, 48% of the children (38 from the case group and 10 from the control
group) had intestinal parasites. Only four children presented cysts of the Entamoeba
complex in their samples (three from the case group and one from the control group). By
means of PCR, nine samples (9%) amplified for the studied amoebae. In the case group,
three (28.13%) amplified for E. histolytica, four (30.50%) for E. dispar, and one (9.37%) for E.
moshkovskii while only one (25%) sample amplified for E. dispar in the control group.
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Conclusion: In general, E. dispar predominated. Nevertheless, all those infected with E.
histolytica were detected within the group of children with diarrhea and we reported the first
case of E. moshkovskii in the region.

Keywords: Entamoeba; Entamoeba histolytica; multiplex polymerase chain reaction; child;
diarrea; Venezuela.

Entamoeba histolytica es un parasito protozoario causante de la amebiasis
en humanos. Esta infeccion afecta principalmente a personas que viven
en deficientes condiciones de higiene en los paises en desarrollo, donde
es endémica; los nifos menores de cinco afos son los mas propensos
a desarrollarla. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que,
aproximadamente, 500 millones de personas estan infectadas con el
parasito y el 10 % de ellas presenta amebiasis invasiva. Esta parasitosis es
considerada un importante problema de salud publica, pues llega a producir
cuadros de disenteria amebiana que, de no ser tratados, pueden llevar al
paciente a la deshidratacion y hasta la muerte (1-3).

Ngobeni, et al., sefialan que el término ameba engloba las especies
pertenecientes a los géneros Entamoeba, Endolimax e lodamoeba; entre
ellas, se destaca Entamoeba histolytica, Unica ameba intestinal que se
reconoce como patdgena, pues es la causante de la amebiasis. Las restantes
especies que pueden encontrarse en la luz del intestino incluyen Entamoeba
dispar, E. moshkovskii, E. bangladeshi, E. hartmannii, E. coli, E. polecki,
Endolimax nana e lodamoeba butschlii, consideradas no patdgenas (4).

Existen otras especies de Entamoeba, como E. gingivalis, que se encuentra
principalmente en la cavidad oral humana, y que también se ha encontrado en
Eqgipto en el aparato genitourinario de usuarias de dispositivos anticonceptivos
intrauterinos (5), y E. nuttalli, que prevalece en primates no humanos, aunque
fue detectada en un cuidador de un zooldgico en Bélgica (6).

Las amebas del género Entamoeba comparten muchas caracteristicas
morfolégicas y bioldgicas, pero se caracterizan, en particular, por poseer
cromatina adosada a la membrana nuclear interna y presentar dos formas
evolutivas durante su ciclo de vida: los trofozoitos o formas vegetativas
y los quistes o formas de resistencia (7). Los trofozoitos y quistes de E.
histolytica, E. dispar, E. moshkovskii y E. bangladeshi son morfolégicamente
indistinguibles entre si y, por consenso, se las ha agrupado en el llamado
complejo Entamoeba (2,8).

El diagnéstico de la amebiasis comunmente se hace mediante el examen
coprolégico y la deteccion al microscopio de quistes o trofozoitos que
morfolégicamente corresponden a E. histolytica o, menos frecuentemente,
mediante biopsia de tejido mucoso. Sin embargo, el reconocimiento de E.
dispar y la deteccién de E. moshkovskii en seres humanos, ademas del
registro de una nueva especie, E. bangladeshi, ha complicado el diagndstico,
pues todas son morfolégicamente idénticas, aunque diferentes desde el punto
de vista genético y bioquimico (9,10).

El examen microscopico de materia fecal presenta serias limitaciones,
especialmente, la incapacidad de distinguir entre E. histolytica, E. dispar,
E. moshkovskii y E. banglades/, y el hecho de que solo puede confirmarse
la presencia de E. histolytica cuando las muestras presentan trofozoitos
hematofagos, situacion que es bastante infrecuente (9). En este sentido, los
métodos moleculares como la PCR han demostrado una mayor sensibilidad
de deteccién comparados con otras técnicas de diagndéstico de la amebiasis,
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por lo que se ha convertido en la prueba de referencia para el diagnéstico de
la amebiasis intestinal (3).

No se encontraron publicaciones previas sobre la prevalencia de E.
moshkovskii en Venezuela y existe muy poca informacién en cuanto a la
prevalencia de E. histolytica y E. dispar en el pais. En ese contexto, el objetivo
del presente estudio fue determinar mediante métodos moleculares la
frecuencia de estas amebas en nifios del municipio Maracaibo, estado Zulia
(Venezuela), y determinar la asociacién de dicha frecuencia con la presencia
0 ausencia de diarrea.

Materiales y métodos
Diseno del estudio, poblacion y muestra

Se disend un estudio de tipo descriptivo, prospectivo y transversal. La
poblacion incluyd a todos los nifios menores de cinco afos con diarrea (area
de urgencias) y sin diarrea (triaje de pediatria) atendidos en el Servicio
Auténomo Hospital Universitario de Maracaibo, entre enero y julio de 2014.

Se recolectaron 100 muestras de heces frescas de la siguiente manera:
75 de niflos menores de cinco anos con diarrea aguda, considerados como
el grupo de casos, y 25 muestras de heces de nifios menores de cinco afios
sin diarrea, considerados como el grupo de control. Los criterios de inclusion
en el grupo de casos fueron: nifios menores de cinco afos, de cualquier sexo,
con diarrea, atendidos en el area de urgencias del Hospital y que no hubieran
recibido tratamiento antiparasitario en los dos meses anteriores. Los nifios
evaluados fueron estratificados por grupos etarios segun la clasificacion de
Quintero (11).

Se hizo una encuesta respondida por representantes de todos los nifios
incluidos en el estudio, para recabar los datos demograficos de edad, sexo y
procedencia, y los signos y sintomas de diarrea, presencia de deshidratacién,
vémito y fiebre. Posteriormente, se hizo la estratificacion socioecondmica
segun Graffar y modificada por Méndez, et al. (12).

Anadlisis parasitolégico

Se recolect6é una muestra fecal por nifio. Para ello, a cada representante
se le entregd un envase recolector plastico nuevo, limpio, de boca ancha y
tapa de rosca (sin preservativos), y se le dieron en forma oral y escrita las
recomendaciones necesarias para la correcta recoleccién de la muestra fecal.

Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Parasitologia de la
Escuela de Bioanalisis de la Universidad del Zulia, donde se hizo el examen
macroscopico y el microscépico de la muestra fecal, asi como la prueba con
el método de concentracion de formol-éter (13). Los resultados del examen
coproparasitoldgico fueron entregados a los representantes de los nifios. Una
porcidn de la muestra fue congelada a -20 °C para efectuar posteriormente el
analisis molecular (PCR) en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro
de Investigaciones Endocrino-Metabdlicas “Dr. Félix Gomez] con el fin de
detectar E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii.

Andlisis molecular

La extraccion y purificacion del ADN gendmico de Entamoeba spp. se
llevd a cabo en el Laboratorio de Parasitologia de la Escuela de Bioandlisis
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de la Universidad del Zulia, utilizando un procedimiento estandarizado que
incorpord algunos pasos de protocolos de lisis enzimatica y choque térmico, y
mecanicos, descritos previamente por Rivero, et al. (14).

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total
de 40,0 pl con 8 pl de solucién tampdn para PCR 10X, 2,4 pul de cloruro de
magnesio (MgCl,) 25,0 mmol/L; 1 pl de la mezcla de desoxirribonucledtidos
(5,0 mmol/L de cada uno); 0,5 yl de GoTag™ polimerasa de Promega (5 Ul/
ph); 4 pl de la mezcla de oligonucleétidos (50 pmol de cada iniciador) y 15,0 pl
del ADN de muestra.

Como controles de referencia, se emplearon la cepa HM-1:IMSS de E.
histolytica, la cepa SAW760 de E. dispar, y la cepa Laredo de E. moshkovskii,
todas gentilmente donadas por Graham Clark del London School of Hygiene
and Tropical Medicine. En estos casos, se utilizaron 6 pl de ADN para los
pruebas de amplificacion por PCR de los controles y, ademas, se utilizé un
control negativo de reaccion que solo contenia 1 pl de agua.

Como blanco gendmico, se utilizé la secuencia de genes similares al ARNr
16S, con un fragmento especifico para el género Entamoeba y los fragmentos
especificos (iniciadores) para las especies E. histolytica, E. dispar y E.
moshkovskii (Eurofins Genomics) descritos por Khairnar, et al. (15) (cuadro
1). La identidad de las secuencias de oligonucledtidos utilizados y el peso
molecular de los fragmentos esperados fueron confirmados en la BLAST
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/).

Se siguid un protocolo de PCR multiple anidada, estandarizado por los
autores del presente estudio para ser efectuado en una sola reaccion a partir
del protocolo original de Ngui, et al. (16), en el que se hizo el anidado de la
region especifica para el género Entamoeba de genes similares al ARNr 16S.
Este incluyé una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 10 minutos, seguida
de 15 ciclos con los siguientes pasos: desnaturalizaciéon a 94 °C durante un
minuto, apareamiento a 56 °C durante un minuto y extension a 72 °C durante
1:15 minutos (no se obtuvo el producto para ser verificado en gel de agarosa).
En la misma amplificacion, se programaron 25 ciclos del siguiente esquema:
a 94 °C durante un minuto, a 48 °C durante un minuto, a 72 °C durante 1:15
minutos y, por ultimo, a 72 °C durante 10 minutos. En este paso, se empled
la PCR multiple para la caracterizacion genética de E. histolytica, E. dispar
y E. moshkovskii, y se obtuvieron fragmentos de 439 pb, 174 bp y 553 bp.

Los tubos Eppendorf se mantuvieron a 4 °C hasta salir del equipo. Todas las
muestras fueron corridas en un termociclador Eppendorf (PTC-100 Peltier
Thermal Cycler™).

Cuadro 1. Oligonucledtidos iniciadores utilizados para las especies Entamoeba
histolytica, Entamoeba dispar y Entamoeba moshkovskii

Parisito N'or.nl.are del Secuencia’ del'iniciador Tamano del
iniciador (5"a3) producto (pb)
Entamoeba spp. E-1 TAAGATGCAGAGCGAAA =~ 800
E-2 GTACAAAGGGCAGGGACGTA
E. moshkovskii Mos-1 GAAACCAAGAGTTTCACAAC 553
Mos-2 CAATATAAGGCTTGGATGAT
E. histolytica EH-1 AAGCATTGTTTCTAGATCTGAG 439
EH-2 AAGAGGTCTAACCGAAATTAG
E. dispar ED-1 TCTAATTTCGATTAGAACTCT 174

ED-2 TCCCTACCTATTAGACATAGC
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Los productos amplificados se separaron por electroforesis en gel de
agarosa al 2,0 % en camaras horizontales (Bio-Rad Laboratories). Como
solucién tampon de corrida, se utilizé solucion amortiguadora de 89 mM de
tris-borato y 2 mM de EDTA, pH: 8 (TBE), la corrida se llevé a cabo a 100 v/
cm durante 30 minutos. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (10 mg/
ml), luego, se visualizaron en un transiluminador ultravioleta (Uvitec) y se
fotografiaron con el sistema de fotodocumentacion DigiDoc UVP™. Se incluy6
un marcador de peso molecular de 100 pb DNA Ladder de Promega.

Analisis estadistico

La frecuencia de las amebas en relacién con las variables estudiadas se
expreso con la distribucion de frecuencias absolutas y con porcentajes. Para
el analisis de los resultados obtenidos, se utiliz6 el programa estadistico
SPSS™, versién 17 (SPSS Inc., Chicago, Ill, USA). Se empled la prueba
estadistica de ji al cuadrado, el test exacto de Fisher o la correlacion
de Spearman, segun correspondiese, para las pruebas de significacién
estadistica entre las variables en estudio. El valor de p<0,05 se acepté como
estadisticamente significativo (17).

Consideraciones éticas

El estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica del Hospital. Por
tratarse de una investigacion no terapéutica en la que se emplearon muestras
fecales de niflos menores, los padres autorizaron la entrega de la muestra
mediante un consentimiento informado y dieron la informacion necesaria para la
encuesta. Se guardé en absoluta confidencialidad la informacién de los pacientes.

Resultados

La mediana de edad de los nifos estudiados fue de 3 + 1,093 anos,
siendo el menor de cinco meses y el mayor de cinco afos. En total,
participaron 38 nifas (31 en el grupo de casos y siete en el grupo de control)
y 62 varones (42 en el grupo de casos y 18 en el grupo de control). El 48 %
de los nifos (38 del grupo de casos y 10 del grupo de control) presentaron
enteroparasitos segun el examen microscépico directo o por concentracion.
Mediante este procedimiento, se detectaron quistes del complejo Entamoeba
en las muestras fecales de tres (4,6 %) individuos del grupo de casos y de
uno (7,1 %) del grupo de control.

Como resultado de la PCR aplicada a las 100 muestras, se amplificaron
nueve muestras bioldgicas (figura 1), distribuidas de la siguiente manera: tres
muestras con E. histolytica, cinco con E. dispar y una con E. moshkovskii.

v,
é-%-’a-a =

553bp

439bp M: marcador de peso molecular. 1: control de referencia
de Entamoeba histolytica (HM-1: IMSS). 2: control de

174bp referencia de Entamoeba dispar (SAW 760). 3: control de

referencia de Entamoeba moshkovskii (cepa Laredo). 4,
5y 6: ADN extraido de muestras de heces de pacientes
positivos para cada una de las amebas estudiadas

Figura 1. Identificacion por PCR de Entamoeba
histolytica, Entamoeba dispar y Entamoeba
moshkovskii

27




Rivero ZC, Villareal L, Bracho A, et al.

28

Biomédica 2021;41(Supl.1):23-34

Cuadro 2. Resultados de la PCR por especie de
Entamoeba en el grupo de casos y en el de control

Grupo estudiado
Especies parasitarias Casos Control

n n

Entamoeba histolytica
Entamoeba dispar
Entamoeba moshkovskii

Total

| = b~ W
-] O =0

En el cuadro 2 se presentan los resultados de la PCR segun los grupos
de casos y controles. Se encontraron ocho muestras positivas en el grupo
de casos, tres correspondian a E. histolytica, cuatro a E. dispar y una a
E. moshkovskii, en tanto que, en el grupo de control, solo se detectd un
individuo con E. dispar; no hubo casos de infeccion simultdnea por dos o0 mas
especies de las amebas estudiadas entre los nifios evaluados.

Los parasitos que se encontraron simultaneamente con E. histolytica
fueron los helmintos Ascaris lumbricoides y Trichuris trichiura, pero no se
la encontré asociada con ningun protozoario intestinal. En los nifios con
E. dispar, se presentd la mayor cantidad de asociaciones. Se observo en
conjunto con Blastocystis sp. (16,6 %), con protozoarios como E. coli (33,3
%), E. nana (16,6 %) y Giardia lamblia (16,6 %), y con helmintos como A.
lumbricoides (16,6 %). En el caso de E. moshkovskii, esta no se observd
asociada a ningun otro parasito. Se detectaron infecciones exclusivas por
E. histolytica y E. dispar, un caso de cada una, sin asociacion con ningun
helminto o protozoario intestinal.

Mediante el examen microscépico solo se observaron cuatro muestras
positivas para el complejo Entamoeba, todas pertenecientes al grupo de
preescolares. Una vez efectuado el procesamiento por PCR, se detecté un
mayor numero de casos, con nueve nifios positivos y presencia de estas
amebas tanto en el grupo de lactantes mayores como en el de lactantes
menores, ademas de algunos casos mas entre los mismos preescolares. En
general, se encontré un predominio de las amebas en el grupo de nifios entre
dos y cinco afos, con 3 % para E. histolytica y 4 % para E. dispar. Apenas
un caso de E. dispar se detecto en lactantes mayores. Cabe destacar que el
Unico caso de E. moshkovskii correspondia a un lactante menor (seis meses).
No se encontré una diferencia significativa en esta variable (p>0,05).

En cuanto a la prevalencia de las amebas por sexo, se aprecio que la
mayoria de los casos de infeccion por E histolytica, E. dispar y E. moshkovskii
se detectd en el sexo masculino, aunque no se determiné una diferencia
significativa (p>0,05).

En cuanto a las variables de prevalencia de las amebas y el estrato
socioecondmico de los ninos, se evidencié que todos los casos de infeccion
por E. histolytica correspondian a nifios en situacion de pobreza critica, en
tanto que los casos de E. dispar se encontraron repartidos entre los dos
estratos mas pobres de la escala (pobreza relativa y critica), y el unico caso
de E. moshkovskii detectado pertenecia el estrato de pobreza relativa.

Discusion

La mayoria de los estudios epidemioldgicos sobre la infeccion por E.
histolytica se desarrollaron antes de la descripcion de las especies del
complejo Entamoeba. Por ello, existe una clara necesidad de desarrollar
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estudios epidemioldgicos para distinguir entre las especies de amebas y
determinar la verdadera prevalencia de la infeccion por E. histolytica. En el
presente estudio, se lograron identificar mediante PCR E. histolytica, E. dispar y
E. moshkovskii en las heces de nifios menores de cinco afos con y sin diarrea,
atendidos en el Servicio Auténomo Hospital Universitario de Maracaibo.

En las muestras analizadas, predominé la especie E. dispar (cinco
muestras), seguida de E. histolytica (tres muestras). Estos resultados
coinciden con el estudio previo de Bracho, et al. (18), en nifios con diarrea
atendidos en el Hospital, en el que predominaron las infecciones por E.
dispar. Estos autores refieren que, en seis muestras, identificaron ADN de E.
dispary, en dos, ADN de E. histolytica, y en ninguna hubo asociacion entre
las amebas estudiadas.

En un estudio en comunidades rurales al noreste de Surafrica, se
registraron prevalencias de 4,1 % de E. histolytica, de 14,7 % de E. dispary
de 15,9 % de E. moshkovskii (19). Sharbathkori, et al. (20), determinaron la
prevalencia de Entamoeba spp. en nifios con disenteria de Iran y encontraron
E. histolytica y E. dispar en dos (2/25) y tres (3/25) muestras, respectivamente.
Asimismo, en Colombia, Lopez, et al. (21), hicieron estudios para diferenciar
el complejo E. histolytica-E. dispar mediante la detecciéon de Gal-GalNAc-
lectina y PCR. Sus resultados arrojaron una prevalencia de 0,6 a 1,4 % para
E. histolytica 'y de 15 a 17 % para E. dispar. En multiples estudios basados en
pruebas de biologia molecular a nivel internacional, se sefiala el predominio
de las infecciones por E. dispar frente a las de E. histolytica (8,22-25).

Algunos estudios en la poblacidon general a nivel nacional e internacional
contrastan con estos resultados. Es el caso de Mora, et al. (26), quienes
establecieron la prevalencia de E. histolytica y E. dispar en pacientes con
diarrea de Cumana (Venezuela), mediante PCR, y reportaron una prevalencia
de E. histolytica de 6,3 % y de E. dispar de 4,44 %, detectando cuatro casos
de infecciones mixtas. Los mas afectados por ambas especies fueron ninos y
jovenes. Ngui, et al. (16), estudiaron comunidades rurales de Malasia y refieren
que la infeccién con E. histolytica (75,0 %; 39/52) fue la mas comun, seguida
de E. dispar (30,8 %; 18/52) y E. moshkovskii (5,8 %; 3/52). De estos casos,

33 (63,5 %) individuos presentaban solo E. histolytica, 10 (19,2 %) portaban
exclusivamente E. dispar y tres (5,8 %) solo E. moshkovskii; seis muestras (11,5
%) presentaron infeccion mixta de E. histolytica y E. dispar. Asimismo, Roshdy, et
al. (27), mediante PCR multiple anidada y PCR en tiempo real de pacientes con
disenteria en un hospital del Cairo, Egipto, encontraron 10,3 % de prevalencia de
E. histolytica y 8,7 % de E. dispar, y no detectaron casos de E. moshkovskii.

En el presente estudio, solo se detectd un caso de E. moshkovskii en un
nifo de seis meses de edad con diarrea. Es importante resaltar que este es
el primer informe de E. moshkovskii en nifios de la region zuliana y en el pais.
El primer reporte de esta ameba en humanos fue recogido por Haque, et al.
(28), en una nina de Bangladesh. Estudios posteriores en ese mismo pais
revelaron una prevalencia de E. moshkovskii del 21 % en nifos de dos a cinco
afos mediante herramientas moleculares (29).

En Latinoamérica hay muy pocas referencias sobre la deteccion de E.
moshkovskii en humanos; solo en Ecuador, Colombia, Brasil y Venezuela
se han hecho investigaciones sobre esta especie. Levecke (30) refiere
que, de 674 muestras de una comunidad rural al sur de Ecuador, solo
101 contenian quistes del complejo Entamoeba; sin embargo, mediante
PCR-RLHB se detectaron 22,8 % casos de E. dispar, en tanto que no se
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encontraron infecciones por E. histolytica ni E. moshkovskii. Bachkaniji (31)
evalu6 mediante PCR 150 muestras de nifios de 0 a 10 afios del estado
Sucre (Venezuela), que al microscopio resultaron positivas para el complejo
Entamoeba, en tanto que utilizando herramientas moleculares el 19,30 % de
ellas amplificé para E. histolytica, el 4 % para E. dispar y el 4,70 % presentd
asociacion de ambas amebas, pero no se detecté E. moshkovskii.

En el estudio de Lépez, et al. (32), en un area rural del centro de Colombia,
se encontré mediante PCR mudiltiple una frecuencia del 49,1 % (89/181); al
diferenciar por especie, el 23,2 % (42/181) de las muestras fue positivo para
E. dispar, el 25,4 % (46/181), para E. moshkovskii y, el 0,55 % (1/181), para
E. histolytica; ademas, se observaron infecciones mixtas de E. dispar y E.
moshkovskii en 4,42 % (8/181) de las muestras. Asimismo, Soares, et al. (33),
estudiaron pacientes que asistian a un sistema de salud publica en Bahia
(Brasil), mediante técnicas moleculares e inmunoldgicas. Por microscopia, se
encontrd una prevalencia de 0,49 % del complejo Entamoeba en 273 de 55.218
pacientes. De estos 273 individuos con microscopia positiva, solo 90 aceptaron
participar en el estudio, entre los cuales, el 8,9 % (8/90) fueron positivos para E.
histolytica por serologia. En las muestras analizadas por PCR, el 80 % (72/90)
fueron positivas para E. dispar, aunque no fue posible identificar E. histolytica
ni E. moshkovskii y, en el resto de las muestras (18/90), no hubo ampilificacion.
Puede concluirse entonces que, de los paises mencionados, solo en Colombia
se habia reportado la presencia de E. moshkovskii.

Es importante mencionar el estudio realizado por Ngui, et al. (34), en el
cual se examinaron 504 muestras fecales de humanos y perros mediante
microscopia y PCR en Malasia, se encontrdé que la especie mas comun era
E. dispar (26,5 %; 13/49), seguida por E. histolytica y E. moshkovskii (con
20,4 % para cada especie). En los animales, E. moshkovskii (46,7 %) fue la
especie mas comun, seguida por E. histolytica y E. dispar, con 20,0 % y 13,3
%, respectivamente. Todo ello demuestra la presencia de la especie patdgena
de Entamoeba en perros, los que podrian ser un reservorio o un huésped
mecanico para la amebiasis humana.

Al evaluar la presencia de las amebas en los dos grupos estudiados, se
encontré que E. histolytica solo se detect6 en el grupo de nifios con diarrea y
no en el grupo control. E. dispar, considerada como una especie no patégena,
si se encontré en ambos grupos de estudio, aunque en porcentajes
diferentes. El unico caso de E. moshkovskii también fue detectado en el grupo
de nifios con diarrea.

A pesar de que el numero de individuos estudiados en el grupo control fue
menor, es importante sefalar que E. histolytica solo se detectd en el grupo
de casos. Si bien la literatura cientifica refiere la posibilidad de individuos
asintomaticos con E. histolytica (portadores asintomaticos) (35-37), en el
presente estudio no se detecto esta situacion, pues todos los pacientes
infectados presentaban diarrea. Es innegable la capacidad patogénica de
E. histolytica, como se ha demostrado en multiples publicaciones (38-41), y
en este caso, la coincidencia del hallazgo del parasito y la diarrea confirman
esta premisa. Samie, et al. (19), refieren que solo E. histolytica estuvo
asociada estadisticamente con diarrea en su estudio sobre la distribucién
de Entamoeba en comunidades rurales de Surafrica. La diarrea en los nifos
infectados por E. dispar y E. moshkovskii podria explicarse por la asociacion
con otros enteroparasitos que la producen (por ejemplo, G. lamblia), situacién
observada en el presente estudio.
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Los estudios de Ugboko, et al. (42), indican que las enfermedades
diarreicas parasitarias de importancia para la salud publica son la amebiasis
(Entamoeba histolytica), la criptosporidiosis (Cryptosporidium spp.) y la
giardiasis (G. lamblia), lo que puede comprobarse por el predominio de las
amebas encontradas en este estudio en el grupo de nifios con diarrea, a
pesar de que no todas las amebas identificadas se consideran patégenas.

Mediante el examen microscépico, solo se observaron cuatro muestras
positivas para el complejo Entamoeba, todas en el grupo de preescolares.
Una vez efectuado el procesamiento por PCR, se logré evidenciar un mayor
numero de casos, resultando positivos nueve ninos, con casos tanto en el
grupo de lactantes mayores como en el de lactantes menores, ademas de
algunos mas dentro del grupo de los preescolares, lo que era predecible,
pues la deteccion del ADN parasitario mediante PCR es mucho mas sensible
que la microscopia (3,8,27,33).

En cuanto a la presencia de las amebas segun la edad, en general, se
encontrd un predominio en el grupo de los preescolares, con 3 % para E.
histolytica y 4 % para E. dispar. Sin embargo, no se evidencié una diferencia
estadisticamente significativa entre las variables.

Los resultados del presente estudio difieren de los de Rivero, et al. (14), en
individuos de una comunidad del estado Zulia, en el que se detectaron casos
de estas amebas en los menores de dos afnos, lo que pudiera explicarse
por los cuidados maternos que reciben estos nifios, asi como por el efecto
protector contra E. histolytica que confieren el calostro y la leche materna en
los lactantes (43,44).

Se observo una total congruencia entre los resultados microscopicos
del complejo Entamoeba y los de la PCR. Los cuatro casos detectados
mediante microscopia también fueron positivos por PCR, y fueron dos de E.
histolytica y dos de E. dispar. Por supuesto, dado que la PCR es un método
mas sensible y especifico, con ella se detectaron cinco casos mas que no
habian sido diagnosticados mediante el examen microscopico. Esto difiere
de lo informado por Bracho, et al. (18), quienes no observaron coincidencia
entre los resultados del examen directo de heces y los resultados por
PCR en nifios del Servicio Auténomo Hospital Universitario de Maracaibo.
En este estudio, mediante el examen microscépico no se detectaron
muestras con E. histolytica y E. dispar, en tanto que mediante PCR, ocho
muestras amplificaron para alguna de las especies de amebas. Los autores
consideraron factible que las formas evolutivas de dichas amebas se
encontraran en muy poca cantidad o parcialmente destruidas, por lo que no
pudieron ser detectadas mediante microscopia y si mediante PCR, que es
una técnica mucho mas sensible.

Aunque las especies estudiadas se encontraron en los nifios
pertenecientes a los estratos de pobreza relativa y pobreza critica, el
mayor porcentaje (seis casos) se encontré entre aquellos en situacion de
pobreza critica. Esto permite relacionar la presencia de estas amebas,
especialmente la patégena E. histolytica, con las peores condiciones de
vivienda de todos los estratos, los ingresos mas bajos y el menor grado de
instruccién de los padres de familia. Se hace hincapié en las condiciones
de la vivienda, principalmente, ya que son las mas relacionadas con las
condiciones sanitarias. Segun la escala de Graffar, en el estrato V, el tipo de
vivienda corresponde a un rancho con condiciones sanitarias marcadamente
inadecuadas. Estos resultados coinciden con los de otros estudios a nivel
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nacional e internacional (25,34,45-47) en los que se ha encontrado que

los parasitos intestinales estan asociados principalmente a las malas
condiciones higiénicas, el escaso saneamiento del entorno y la precariedad
socioeconomica de las familias.

En conclusidn, predomind la especie E. dispar entre los nifos estudiados;
sin embargo, los casos de E. histolytica se detectaron solo en el grupo de
nifios con diarrea y en situacion de pobreza critica. Ademas, se encontr6 la
primera evidencia de infeccién por E. moshkovskii en humanos en Venezuela,
lo que requiere la continuacion de estudios similares en otras comunidades.
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Microscopic and molecular evaluation of
Strongyloides venezuelensis in an experimental life
cycle using Wistar rats

Jairo Tobar, Daniel Ramos-Sarmiento, Diana Tayupanta, Melina Rodriguez, Fabian Aguilar

Area de Parasitologia y Bioterios, Gestién de Investigacion, Desarrollo e Innovacién, Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica Leopoldo Izquieta Pérez, Quito, Ecuador

Introduction: Strongyloides venezuelensis is a nematode whose natural host is rats. It is
used as a model for the investigation of human strongyloidiasis caused by S. stercoralis.
The latter is a neglected tropical disease in Ecuador where there are no specific plans to
mitigate this parasitic illness.

Objective: To evaluate the stages of S. venezuelensis in an experimental life cycle using
Wistar rats.

Materials and methods: Male Wistar rats were used to replicate the natural biological cycle
of S. venezuelensis and describe its morphometric characteristics, as well as its parasitic
development. Furthermore, the production of eggs per gram of feces was quantified using
two diagnostic techniques and assessment of parasite load: Kato-Katz and qPCR.
Results: Viable larval stages (L, L,, L,) could be obtained up to 96 hours through fecal
culture. Parthenogenetic females were established in the duodenum on the fifth day post-
infection. Fertile eggs were observed in the intestinal tissue and fresh feces where the
production peak occurred on the 8. day post-infection. Unlike Kato-Katz, gPCR detected
parasitic DNA on days not typically reported.

Conclusions: The larval migration of S. venezuelensis within the murine host in an
experimental environment was equivalent to that described in its natural biological cycle.
The Kato-Katz quantitative technique showed to be quick and low-cost, but the gPCR had
greater diagnostic precision. This experimental life cycle can be used as a tool for the study
of strongyloidiasis or other similar nematodiasis.

Keywords: Strongyloides; Nematoda; life cycle stages; intestinal diseases, parasitic; Wistar
rats; Ecuador.

Evaluacién microscépica y molecular de Strongyloides venezuelensis en un ciclo de
vida experimental utilizando ratas Wistar

Introduccion. Strongyloides venezuelensis es un nematodo cuyo huésped natural son

las ratas. Se utiliza como modelo para la investigacion de la estrongiloidiasis humana
producida por S. stercoralis. Esta ultima es una enfermedad tropical desatendida que afecta
al Ecuador, donde no existen planes especificos para mitigar esta parasitosis.

Obijetivo. Evaluar experimentalmente los estadios del ciclo de vida de S. venezuelensis
utilizando ratas Wistar.

Materiales y métodos. Se emplearon ratas Wistar macho para replicar el ciclo biolégico
natural de S. venezuelensis y describir sus caracteristicas morfométricas y su desarrollo
parasitario. Ademas, se cuantificé la produccién de huevos por gramo de heces mediante
dos técnicas de diagnostico y valoracion de carga parasitaria: Kato-Katz y qPCR.
Resultados. Se obtuvieron estadios larvarios viables (L,, L,, L,) hasta las 96 horas del
cultivo fecal. En el duodeno se establecieron hembras partenogenéticas a partir del quinto
dia de la infeccidn. Se observaron huevos fértiles en el tejido intestinal inspeccionado y en
las heces frescas, en las que el pico de produccién ocurrié al octavo dia de la infeccion. A
diferencia del método Kato-Katz, la gPCR detecté ADN parasitario en dias que usualmente
no se reportan.

Conclusiones. La migracion larvaria de S. venezuelensis dentro del ratdn en un ambiente
experimental fue equivalente al descrito en un ciclo bioldgico natural. EI método cuantitativo
de Kato-Katz dio resultados inmediatos a mas bajo costo, pero la gPCR tuvo mayor
precision diagnodstica. Este ciclo de vida experimental puede usarse como una herramienta
para el estudio de la estrongiloidiasis u otras nematodiasis similares.

Palabras clave: Strongyloides; Nematoda; estadios del ciclo de vida; parasitosis
intestinales; ratas Wistar; Ecuador.
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Strongyloides is a genus of helminths made up of about 50 species of
which mainly two, S. stercoralis and S. fiilleborni, are gastrointestinal parasites
that may be affecting up to 3,700 million people across the world (1,2). In Latin
America, the disease is underestimated due to generally unreliable diagnosis
methods. However, there are regions, including Ecuador, that have reported
a prevalence between 0,7 % and 4.1 % depending on the ecosystems (3,4).
Thus, it is important to acknowledge this parasitic illness as a latent public
health risk, especially for inhabitants of underdeveloped areas with precarious
health conditions and immunosuppressed patients. For these reasons,
strongyloidiasis has been recognized as a tropical neglected disease by the
World Health Organization.

Strongyloidiasis is a zoonotic disease produced by S. stercoralis, a
nematode that lives on the ground as part of its life cycle and can enter
the human organism through the skin mainly if the person is barefoot. The
parasite has been detected in species such as dogs and primates and it may
be accidentally transmitted to humans upon contact with infected faeces (5,6).

The disease may remain asymptomatic for a long time, eventually
producing itchiness or hives as the parasite moves under the skin, as well as
cough, wheezing, and chronic bronchitis during the infectious stage in lungs
or abdominal pain and diarrhea during the intestinal infectious stage. It may
also produce autoinfection in the perianal area or in the bowel. The adult larvae
penetrate the mucosa, mature, and produce eggs that enter into the lymphatic
system and the general circulation and are scattered everywhere in the body
where they hatch causing sepsis in various tissues (7). The infection may
be fatal in cases of immunodeficiency and diagnosis is established through
genome amplification in stool samples, serologic tests, and direct microscopy.
Ivermectin, thiabendazol, and albendazole are used in the treatment (8).

Strongyloides venezuelensis and S. ratti, which infects rats, have a
lifecycle and migration pattern similar to S. stercoralis, except they cause no
autoinfection and they do not excrete larvae in the faeces. Both parasites
exhibit transmammary transmission in different phases. The most notorious
difference among both species is that S. venezuelensis is less pathogenic
than S. ratti as a high larval concentration is needed for developing the
disease and S. ratti larval development is faster, to the point that free living
mature females and males may be detected (9). Thus, S. venezuelensis
can be used in inference-based studies to improve the strategies for
strongyloidiasis control. A detailed experimental study of the S. venezuelensis
biological cycle can optimize molecular biology analyses, as well as the
knowledge on parasite-host interactions for therapeutic assays to obtain
heterologous antigens and develop immunological techniques (10-13).

In this study, we evaluated by microscopic and molecular analyses of
S. venezuelensis in an experimental life cycle using Wistar rats housed
in artificial tropical conditions in an animal facility in Quito, Ecuador. The
standardization of this parasite as a model for strongyloidiasis allowed us to
describe the morphological and morphometric characteristics of the parasite
during its different stages both inside and outside the host. Additionally, we
were able to evaluate different diagnostic techniques to detect the parasite in
faces and quantify the progress of the infection when evaluating the presence
of eggs in stools.
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Materials and methods
Animals

We used male Wistar rats (Rattus novergicus) obtained from Charles River
Laboratories, USA, kept in the experimental animal facility at the Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica Dr. Leopoldo Izquieta Pérez in Quito,
Ecuador, at 29°C, 35% humidity, 12/12 light-dark cycle, and 2,850 masl altitude.

The animals selected were 8 weeks old and weighed between 120 and
180 g. Once the experiment ended, the rats were sacrificed using deep
intraperitoneal sedation with 10 mg/kg of xylazine (Dormi-Xyl™, 2) and 60 mg/
kg of ketamine (Ket-A-100™) for cervical dislocation.

Infection of biomodels

Healthy biomodels were inoculated with 3,000 infective L, larvae (iL,) in the
inner side of the leg subcutaneous tissue. The inoculated larvae’s morphology
was typically filariform with acceptable motility to light and viability over 95%.
The parasites were obtained from the Institute of Biological Sciences at the
Universidade Federal de Minas Gerais, Brazil.

The rodents were kept in a cage with wood chips, ad libitum access to
water, and a food ration of 15 g/animal/day. On the 5™. day post-infection, the
rats were transferred to a metabolic cage. The cage ground had two strips of
absorbent paper moistened with distilled water over which a wire net with a 1
cm? aperture was placed to separate the feces from the cage floor and the rats.

Bronchoalveolar lavage for parasite recovery

For the confirmation of larval migration to the lungs, we used
bronchoalveolar lavage in a group of infected animals on the 2. day post-
infection. After euthanasia, dissection was carried out making a 2 cm incision
along the middle line in the ventral area of the trachea at one-third cm from
the entrance to the thorax. An N° 18 catheter was introduced and fixed with a
knot using silk thread.

To develop the bronchoalveolar lavage, 5 ml of phosphate-buffered
saline 1X (PBS) with 0.6 mm ethylene-diamine-tetraacetic acid (EDTA)
was introduced through the catheter. The fluid obtained was transferred to
polypropylene tubes placed on ice. The same procedure was repeated until
a total volume of 15 ml was collected, then the tubes were centrifuged at
455¢g for 15 min at 4°C. The supernatants were discarded and the pellets
suspended in 3 ml of RPMI at 4°C to then be transferred to a 24-well culture
tissues plate. The cultured plate was observed on the inverted microscope to
verify the presence of S. venezuelensis larvae.

Egg counting in feces

From the 5™. day post-infection, the feces of the infected rats kept in the cages
on dampened paper were collected daily. We took a 5 g previously homogenized
sample from the pool of feces to count the number of eggs using the Kato-Katz
method with a 41.7 mg template (14,15). The slides were immediately observed
with 100X magnification in an optical microscope (Motic, Hong Kong, China)
coupled to the Images Plus 2.0™ software (Motic, Hong Kong, China) for the
morphometric analyses. The total eggs observed were counted and the final
value was multiplied by 24 to calculate de number of eggs per gram of feces.
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Stool culture and larvae maturation

For egg hatching and larval maturing at the first, second, and third stages
we used the feces culture obtained from each cage. The feces were mixed
with fine-grained vermiculite and sterile water in 28% of the initial stool weight
and the culture was then incubated at 28°C.

We collected the larval stages with the modified Baermann technique
(15,16). The stool cultures were wrapped in six layers of gauze. Each wrap
was suspended over sterile water at 42°C contained in cone-shaped crystal
cups and maintained idle for 60 minutes to allow the mobilization of the larvae
towards the cup bottom by thermotropism. We eliminated three-fourth parts
of the supernatant with a suction pump and one-fourth of the remaining
parts was homogenized and transferred to a 10 ml test tube. The tubes were
centrifuged for 3 min at 600g and the excess liquid was eliminated leaving
approximately 2 ml of the supernatant liquid with sediment. The content
was homogenized and 2 pl were extended on a slide twice. The slide was
visualized at 40X magnification in an optical microscope (Motic, Hong Kong,
China) coupled to the Images Plus 2.0™ software (Motic, Hong Kong, China)
for the morphometric study.

To study the larval stages, we used the modified Baermann technique 24,
48, 72, and 96 hours after preparing the stool culture. The percentage of larval
stages was estimated by visual differentiation and the counting of larvae with
motility by calculating the relative frequency percentage for each one of the
time periods.

Analysis of parthenogenetic females

After sacrificing the Wistar rats, we dissected the abdominal cavity,
removed the duodenum opening lengthwise, and carefully chopped it. The
intestinal tissues were placed over six layers of gauze and the adult larvae
were picked up after 3 hours using the modified Baermann method and
0.9% NaCl saline solution as a medium. The resulting fluid was discharged
on tissue culture plates to visualize the presence of adult larvae with 40X
magnification in an inverted microscope (Motic, Hong Kong, China) coupled
to the Images Plus 2.0 software™ (Motic, Hong Kong, China) for their
morphological analyses.

Molecular assays

Feces samples from infected rats were collected in triplicate at the 1%,
3, 4t gt 7t gt 11t 5%, 21st, 28M. and 31 days post-infection and
conserved in 2.5% potassium dichromate at -80°C until the DNA extraction
process. The genomic DNA was extracted using the MagaZorb DNA Mini-Prep
Kit™ (Promega, Madison, USA) following the manufacturer’s protocols. The
DNA was quantified in a NanoDrop2000™ spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA) at 260—280 nm absorbance. As a positive
control, we used a sample of S. venezuelensis eggs confirmed and quantified
by the Kato-Katz method and as a negative control, DNA isolated from the
Ascaris suum, Trichuris trichiura, and Taenia saginata tissues.

We performed gPCR with primers FW5'GAATTCCAAGTAAACGT
AAGTCATTAGC-3', RV5 TGCCTCTGGATATTGCTCAGTTC-3’, and
FAMACACACCGGCCGTCGCTGC- BHQ1 to amplify 101 bp of the 18S rRNA
region of S. stercoralis and S. venezuelensis (17) in a CFX96 Real-Time PCR
Detection System Thermal Cycler™ (Bio-Rad, California, USA). Each reaction
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was prepared in a total volume of 20 pl containing 1 pl of the sample, 10 pl
of Master Mix 2X of the GoTaq Probe qPCR Master Mix Kit™ (Promega,
Madison, USA), 18 uM of each primer, and 0.8 pM of the FAM fluorophore.
The gPCR included an initial denaturation at 95°C for 2 minutes, followed by
40 cycles (95 °C for 3 s, 60°C for 30 s, 72°C for 40 s), and a final elongation
step at 72°C for 5 min. The data analysis was carried out using the CFX
Manager Software™, version 3.1 (Bio-Rad, California, USA).

The gPCR results were considered negative if the values of the threshold
cycle (Ct) were greater than 34 cycles. This value was the detectable limit of
the serial dilutions with which the standard qPCR curve was constructed for
the molecular quantification of the parasitic load.

Data analysis

GraphPad Prism software™, version 6.01 (GraphPad Software Inc.,
California, USA) was used to estimate eggs per gram values on days post-
infection and also to calculate the larval stages relative frequency percentage
in stool cultures based on incubation hours.

Ethical considerations

The methodology used was certified and approved by the experimental
animal facility of the Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica
Dr. Leopoldo Izquieta Pérez. All the experimental procedures were carried
out according to bioethical manuals of experimentation and animal welfare
and adjusted to the three R principle, the supervision protocols, the five
freedoms principles, and the criteria for humane endpoints, as well as the
other recommendations established in the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals of the Institute of Laboratory Animal Resources and the
National Research Council, USA.

Results
Experimental life cycle and detection of the parasite in Wistar rats

After the subcutaneous inoculation to the experimental models, the iL,
larvae (figure 1a) migrated through the tissues toward cardiac blood. After
the 2M. day post-infection, they were observed in the lungs (figure 1b) with
similar morphologic features as those in the infective stage. The larvae then
mobilized to the trachea during the next 24 to 48 hours as the animals had
been indirectly swallowing them when feeding and hydrating. Afterwards,
they migrated to the small intestine on the 5". day post-infection where they
matured to the adult form (figure 1c). In this stage, the parasites were hooked
on the bowel tissue and the female larvae released many eggs in the stool by
parthenogenesis (figure 1d).

Using the Kato-Katz technique, parasitic eggs were evidenced as of the
6". day post-infection with a peak production on the 8". day post-infection
which then descended drastically on the 15". day post-infection (figure 2a)
and completely disappeared on the 28™. day post-infection. The molecular
detection using gPCR allowed to amplify the DNA of the parasite between
the 5. and the 31¢. day post-infection (figure 2b). The egg peak production
occurred on the 8". day post-infection according to microscope data. A
positive correlation was found (r=0.97) (p-value <0.05) upon correlating the
results of calculating the eggs per gram.
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Figure 1. Experimental life cycle of Strongyloides venezuelensis in Wistar rats
(Rattis norvegicus)
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Figure 2. EPG values of Strongyloides venezuelensis on the different days post-infection.
a) Kato-Katz technique analysis (average + standard error, n=18), b) gPCR assay results
(EPG: Eggs per gram of feces)

The stool of the infected animals was cultured for egg maturation
throughout the different larval stages. As shown in figure 3, within the first
24 hours of incubation it was possible to detect 79% of L, larvae, 18% of L,
larvae, and a maximum of 3% of iL, larvae. At 48 hours, 6% of L, larvae, 46%
of L,, and 48% of iL, were observed. At 72 hours, 4% of L,, 5% of L,, and
91% of iL, were recovered, and, finally, at 96 hours, 1% of L, and 99% of iL,
were found. The best time to recover infective stage larvae was at 96 hours
of incubating stool cultures; those larvae were inoculated to preserve the
experimental life cycle.

Eggs morphometric evaluation

The eggs observed in the feces had different stages of development. In
some stool samples, we were able to differentiate granulated embryos (figure
4a,4c) and larval eggs (figure 4b, 4d) with larva moving inside. Both phases
had an oval shape with symmetric polar points and presented a thin chitinous
cortex with a smooth surface. Additionally, they (n=92) had an average length
of 43.22 uym (standard error=0.23 ym) and a width of 28.8 um (standard
error=0.15 pm).
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Figure 3. Bar graph of the relative frequency percentage of larval stages of
Strongyloides venezuelensis in stool culture according to incubation hours

E: Embryo; C: Cortex; L: Larva

Figure 4. Development stages of Strongyloides venezuelensis eggs obtained in feces of infected
Wistar rats. a, ¢) Granulated embryo eggs. b, d) Larval eggs. a, b) Without staining. ¢, d) Lugol
staining.

RO: Rhabditiform oesophagus; FO: Filariform esophagus; NR: Nervous ring; In: Intestine; GP: Genital primordium

Figure 5. Stages of Strongyloides venezuelensis larvae obtained from cultures of infected
Wistar rats’ stool. a) First stage larva (L,). b) Second stage larva (L,). ¢) Third stage larva (iL,)
(scale bars: 100 pm).

Morphometric analysis of larval stages

The L, larvae (figure 5a) were characterized for having a rounded shape
on the front end, a rhabditiform esophagus, and an intestine of approximately
half of the total length. Additionally, a genital primordium was present in the
central segment and the larvae ended in a pointed tail. They (n=58) were
294.99 pm (standard error=0.23 pm) in length and 17.09 pm in width (standard
error=0.16 pm) in the oesophagus-intestine divide.

The change to L, larvae produced the enlargement of the entire body. They
had a rhabditiform esophagus (figure 5b) accounting for approximately 30%

a1
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of the length of the parasite, which was joined to the intestine, and contained
a nervous ring in the central part; a genital primordium was located in the
middle (18,19). The L, larvae (n=29) presented a total length of 429.56 pm
(standard error=6.85 pm) and a width in the esophagus-intestine division of
17.23 pm (standard error=0.29 pym).

Larvae in the third stage or iL, (figure 5c) presented a rounded front end,
a long and filariform esophagus making up for half of the entire parasite
dimension. The esophagus was connected to the intestine and ended in
a typically sharpened tail. The L, (n=84) had a total length of 547.14 um
(standard error=3.74 pm) and a width in the esophagus-intestine division of
18.54 pm (standard error=0.08 pm).

Parthenogenetic females’ morphometric study

Adult parasites were found in the mucus of the small intestine of infected rats.
Morphologically, the females (figure 6a) had a rounded front end with chitinous
projections like teeth (figure 6b). A cylindrical filariform esophagus was observed,
which made up approximately one-third of the body length and was connected to
the intestine extending together with the ovary in a spiral shape throughout the
parasite (figure 6¢). Additionally, the uterus contained granulated embryo eggs
along the vulva located on the ventral midline of the parasitic body (figure 6d).
The tail was sharp and the anal hole was viewed at one side of its terminal area
(Figure 6€). The parthenogenic females (n=49), collected on the 8". day post-
infection, had a total length of 2.67 mm (standard error=26.21 ym) and a width at
the esophagus-intestine division of 29.81 ym (standard error=0.23 pm).

FO: Filariform esophagus; In: Intestine; Ov: Ovary; Ut: Uterus; E: Egg; Vu: Vulva; An: Anus; Pr: Projections

Figure 6. Parthenogenic female of Strongyloides venezuelensis. a) Entire view (scale bars: 100
um). b) Head portion approach (scale bars: 20 uym). ¢) Middle portion view (scale bars: 50 pm). d)
Sexual portion approach (scale bars: 20 um). e) Last portion view (scale bars: 50 pm).

Discussion

In this study, we modeled an experimental life cycle of S. venezuelensis
in Wistar rats maintained on artificial tropical conditions corresponding to the
Andean region of Ecuador at 2,850 masl. We were able to observe the biological
cycle features, conduct microscopic and molecular diagnoses comparisons,
establish morphometric relations, and describe the specific characteristics of the
species during the different stages both inside and outside the host.
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The methods of parasitic detection we detailed could be used for the
diagnosis of homologous parasites such as S. stercoralis in humans. From
the different qualitative tests, such as direct swabbing and coproparasitic
methods with Lugol staining, and the quantitative assays, such as McMaster
quantification, serodiagnostic tests (ELISA, IFAT, and immunoblot), or molecular
amplification (10,11,20-22), we chose the Kato-Katz method as an immediate
quantitative measurement technique given that S. venezuelensis eggs present
an easily degradable thin chitinous membrane common in the Rhabditidae
family (8,23). This technique allowed us to observe eggs in the feces as of the
6". day post-infection reaching a maximum peak on the 8". day post-infection
with a progressive reduction from the 9". to the 28™. day post-infection when
none were detected anymore, which agrees with other studies where peaks
occurred between the 6. and the 8™. day post-infection and their expulsion
took less than one month (10,11,22). The reduction in egg production as of
the 9™. day post-infection may be attributed to the immune system of the host
through the activity of the eosinophils present in the intestine mucosa (24), the
B lymphocytes (25), the mastocytes activated by cytokine stimulus such as
IL-3, IL-9, IL-18, and IgE and IgG immunoglobulins (26). We did not observe
subclinical coinfections with Syphacia muris, an oxyurid nematode normally
occurring in the gastrointestinal tract of rats, in any of the evaluation days (22).

We used gPCR to amplify a specific region of the 18s rRNA gene in the
Strongyloides genus. Although with the Kato-Katz technique we did not
manage to observe eggs on the 5. day post-infection, the results observed
by qPCR at this point indicated a small increase (ACt=3.68 equal to 1.71 eggs
per gram) compared to the negative control. Besides, although the shape of
the egg production curve by qPCR was similar to that obtained with the Kato-
Katz technique, the concentrations calculated by gPCR were markedly higher,
especially on threshold days (7™. and 8. day post-infection).

These values could be explained by the different diagnostic potential of
microscopical and molecular tests. Moreover, immature parasites could be
detected in the small intestine as of 60 hours of infection (27) after presumably
maturing into adult parasites in a progressive manner, such as that seen for
the in vitro larvae production. While in this study the 6". day post-infection was
not analyzed using qPCR, the microscopic observation of eggs at this point
confirmed the presence of the parasite and the establishment of a biological
cycle in the infected animals. However, on the last day of the study (31 day
post-infection), a small increase was observed in the relative quantity of eggs
compared to the previous point (28". day post-infection).

This may have indicated that the adult parasites housed in the intestine
slightly increased the oviposition, but not until the necessary limit to be
detected by direct microscopy, or that the detected levels could have
corresponded to the adult parasites eliminated in the feces, a factor attributed
to the immune response that increases the contraction of the intestinal walls
favoring their removal (28). Given that this study analyzed the dynamic of the
biological cycle until the 31 day post-infection, it would be interesting to see
the results of the analysis by qPCR after this point to determine the minimum
possible amplification levels.

While it is true that the Kato-Katz method was less responsive than the
gPCR, its ease of implementation, low cost, and the fact that it does not
require sophisticated equipment facilitate its daily use in simple laboratories.
Additionally, this technique showed high potential as a screening test for the
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diagnosis of different nematode infections (29,30) such as schistosomiasis
(15) and, therefore. it could be used in areas lacking the technological
capacity or sufficient resources.

On the other hand, we were able to study the morphologic changes
of S. venezuelensis stages during the experimental life cycle. In vivo,
the iL, exhibited the typical migration and penetrated blood vessels after
subcutaneous administration (2,9). Then, we found them in lung fluid using
bronchoalveolar lavage on the 2™. day post-infection, thus confirming they
had reached the alveoli after breaking the capillary membrane and bronchial
epithelium, an aggregation that caused small hemorrhages known as
pulmonary petechiae (18).

Subsequently, they mobilized out of the organism across the trachea to the
pharynx where the larvae were swallowed by the animals through food and
water. Then, they typically migrated across the digestive tract and matured
into adult parasites in the duodenal mucosa and the upper part of the jejunum.
The eggs were produced via parthenogenesis by the female larvae and
then expelled with the intestinal contents (2,9,31). Thus, the migration of S.
venezuelensis was comparable to other parasites of the Secernentea class
and similar to other species of the Strongyloides genus.

The most important difference between S. stercoralis and S ratti resided
in the capability to develop infective larvae in the large intestine apt to
disseminate and create autoinfection and/or hyperinfections in the small
intestine or other organs (7,9). Ex vivo, the production of larvae in vitro was
related to the number of eggas per gram in feces and a larger production
of larvae on the 8. day post-infection. The larval development was
asynchronous before reaching the 96 hours of stool culture incubation due
to the progressive maturation of eggs produced by adult females (20). At that
point, it was possible to find a greater proportion of L, larvae making it an
ideal collection point of infective larvae that may be used in different studies.

In conclusion, this study describes the implementation of an experimental
model of S. venezuelensis in a manageable and reproducible system.
The biological cycle we standardized provides a study tool for parasitic
biology, toxicology, host-parasite interactions, and the development of
new technologies or therapies for strongyloidiasis management or other
helminthiasis caused by nematodes of regional importance.
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Disagreement between PCR and serological
diagnosis of Trypanosoma cruzi infection in blood

donors from a Colombian endemic region
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Erika Marcela Moreno', Herminia Ramirez®, Nelson Daza®

' Programa de Maestria en Investigacion en Enfermedades Infecciosas, Universidad de
Santander, Bucaramanga, Colombia

2 Programa de Bacteriologia y Laboratorio Clinico, Universidad de Santander, Bucaramanga,
Colombia

3. Escuela de Medicina, Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga, Colombia

Introduction: Chagas’ disease is the leading cause of infectious myocarditis worldwide. This
infection caused by Trypanosoma cruzi is usually life-long and asymptomatic; however, the third
part of infected people can develop severe or even fatal cardiomyopathy. As the parasitemia in
the chronic phase is both low-grade and intermittent, T. cruzi infection is principally detected by
serology, although this method has sensitivity and specificity limitations.

Obijective: To determine the level of agreement between serologic and molecular tests in
658 voluntary blood donors from six provinces in the Colombian department of Santander.
Materials and methods: We evaluated an array of diagnostic technologies by cross-section
sampling performing a serological double diagnostic test for T cruzi antibody detection
(Chagas Il ELISA™, BiosChile Group, and ARCHITECT Chagas CMIA™, Abbott), and DNA
detection by polymerase chain reaction (PCR). We collected the demographic, clinical, and
epidemiological information of participants. The sample size was calculated using Epidat™
and the statistical analysis was done with Stata 12.1™.

Results: PCR was six times more sensitive in detecting T. cruzi infection than ELISA/CMIA
with prevalence values of 1.8% (12/658) and 0.3% (2/658), respectively, and kappa=0.28
(95%Cl: -0.03 - 0.59). In contrast, serology showed a sensitivity of 16.7% (95%Cl: 2.09 -
48.4) and a specificity of 100% (95%CI: 99.4 - 100). All seropositive samples were found to
be positive by PCR.

Conclusions: The implementation of PCR as a complementary method for screening
donors could reduce the probability of false negative and the consequent risk of
transfusional-transmission of Chagas’ disease, especially in endemic regions.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Chagas disease; blood donors; serology; polymerase chain
reaction.

Desacuerdo entre la PCR y la serologia en el diagnostico de la infeccién por
Trypanosoma cruzi en donantes de una regién endémica de Colombia

Introduccion. La enfermedad de Chagas constituye la principal causa de miocarditis
infecciosa en el mundo. Causada por Trypanosoma cruzi, la infeccion puede persistir toda
la vida de manera asintomatica y silenciosa, pero un tercio de los infectados desarrolla
cardiomiopatia grave. Debido a que la parasitemia en la fase crénica es baja e intermitente,
el diagnostico se hace principalmente mediante la deteccion de anticuerpos (serologia),
método que tiene limitaciones de sensibilidad y especificidad.

Obijetivo. Determinar la concordancia entre el diagndstico serolégico y molecular de T. cruzi
en 658 donantes voluntarios de sangre del departamento de Santander, Colombia.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio de evaluacion de tecnologias diagndsticas

con muestreo transversal, utilizando un doble diagndstico seroldgico para la deteccion de
anticuerpos anti-T. cruzi (Chagas Ill ELISA™, BiosChile Group, y ARCHITECT Chagas
CMIA™ Abbott) y la de ADN por PCR. Se recolecté la informaciéon demografica, clinica y
epidemioldgica de los participantes. El tamano de la muestra se estimé utilizando Epidat™
y el analisis estadistico se hizo mediante Stata 12.1™.

Resultados. La sensibilidad de la PCR fue seis veces mayor que la de las pruebas de
ELISA/CMIA, con prevalencias de 1,8 % (12/658) y 0,3 % (2/658), respectivamente, y
kappa de 0,28 (IC,, -0,03 - 0,59). La sensibilidad serol6gica fue de 16,7 % (IC,,,, 2,09

- 48,4) y la especificidad de 100 % (IC,,,, 99,4 - 100). Todas las muestras seropositivas
fueron positivas también en la PCR.

Conclusiones. El uso de la PCR como método complementario para la tamizacién de
donantes podria reducir el riesgo de falsos negativos y disminuir los casos de transmision
transfusional de la enfermedad de Chagas, especialmente en regiones endémicas.

47



Torcoroma-Garcia L, Aguilar-Jiménez JR, Bueno MY, et al. Biomédica 2021;41(Supl.1):47-59

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; enfermedad de Chagas; donantes de sangre;
serologia; reacciéon en cadena de la polimerasa

Chagas’ disease is an infection caused by the hemoflagellate protozoan
Trypanosoma cruzi and it is considered one of the most significant neglected
tropical diseases affecting 6 to 7 million individuals worldwide (1). In Latin
America, this infection is reported as endemic in 21 countries leading to
approximately 12,500 deaths per year and economic losses estimated at
around USD$ 1.2 billion (almost five times greater than the regional malaria
burden) (2,3). In the last few decades, this disease has become a global
phenomenon, principally led by large-scale human migrations from endemic
and rural regions to urban and non-endemic countries (Europe, USA, Canada,
and Japan, among others) (4). In Colombia, the prevalence of T. cruzi infection
has been estimated at 700,000 to 1,200,000 cases with the country’s eastern
departments being the most affected: Arauca (21.1%), Casanare (10%), and
Santander (6.3%) (5).

Trypanosoma cruzi infection commonly exhibits a prolonged asymptomatic
course (indeterminate phase), which can progress to severe chronic heart
and digestive system disease or death in approximately 30% of cases. These
clinical characteristics can delay the etiological diagnosis making it difficult to
determine the real epidemiological impact of the infection.

Current Chagas’ disease treatments are mainly aimed at the control of
acute infection with good results in terms of parasite clearance. However,
for the chronic phase, there is still no treatment to cure the infection
or to prevent its progression (6). In the long term, the treatment in the
indeterminate disease is most cost-effective than the therapy in the chronic
phase when moderate to severe cardiomyopathy is established (7). In these
cases, benznidazole decreases parasitic load and reduces heart injury
(7). Consequently, it is important to rethink the epidemiological control
measures for Chagas’ disease and to develop and implement better methods
for the detection of the etiological agent improving, therefore, the timely
diagnosis and treatment of infected people before tissue damage or parasite
transmission occurs (8).

As parasitemia is both low-grade and intermittent in the chronic phase
of the infection, the diagnosis is based on the detection of anti-T. cruzi by
serological methods (9), but currently, there is not an ideal serological test
or gold standard (10). However, the systematic screening of asymptomatic
individuals (such as blood donors) is performed via the indirect detection
of specific antibodies generated against the parasite in serum samples
processed by methods such as ELISA and CMIA. Nevertheless, sensitivity
and specificity limitations have been reported for this method in endemic
regions where seronegativity has been described in patients diagnosed
by direct methods and clinical findings (serosilent patients) (11-14). These
disagreements between direct and serological techniques represent a serious
risk of contagion, especially among recipients of blood or its components.

Molecular detection of the parasite’s nuclear or kinetoplast DNA by PCR
has been described as highly sensitive and specific and it is especially useful
in the indeterminate and chronic phases of the infection. Unfortunately, the
optimization and standardization of these methods have been difficult, with
disagreements in results commonly found in comparison studies (15-17), and
there is no commercial PCR assay for Chagas’ disease available yet.
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In comparative studies in blood donors, discordant results in serological
and conventional, or even real-time PCR tests, have been reported in the
third part of infected individuals (8,15,18). In enzootic infections as Chagas’
disease, the seroconversion phenomena can occur in endemic areas
associated with evolution adaptation mechanisms for parasite tolerance
through parasitemia control or the absence of a fully-developed immune
response, which is not necessarily equivalent to parasite clearance (8,19,20).
Consequently, the parasitological cure could be established based on negative
results in specific molecular tests more than by negative seroconversion (8).

In this context, we conducted a comparative study of the results obtained
with two commercial serological (ELISA and CMIA) and molecular (in-house
PCR) tests performed in 658 voluntary blood donors from the department of
Santander, Colombia, an endemic region for Chagas’ disease. The results
of both assays were then compared showing a better performance of the
molecular method in terms of sensitivity.

Materials and methods
Materials

We used a QlAamp DNA Blood MiniKit™ (Qiagen) for whole DNA extraction
from blood. GoTaqg Flexi™, dNTPs Mix™, 5X Buffer GoTaq Flexi™, and 25
mM of MgCI were purchased from Promega. We also used a Mastercycler
Nexus™ (Eppendorf), a Wide Mini-Sub Cell GT Cell Horizontal Electrophoresis
Chamber™, and a NanoDrop ND-1000 UV-VIS Spectrophotometer™
(Thermo Fisher Scientific). The PowerPac HC™ and the Gel Doc XR +Gel
Documentation System™ were acquired from Bio-Rad. The Gene Ruler 1 kb
and the 6X DNA Loading Dye were purchased from Thermo Fisher Scientific.
Agarose and SYBR Safe DNA Gel Stain™ were purchased from Invitrogen Life
Technologies. All the reagents and the water used were ultrapure.

Study design

We evaluated the diagnostic technologies by cross-sectional sampling
performing a serological double diagnostic for T. cruzi antibody detection and
DNA detection by PCR. Blood samples were prospectively collected from 658
voluntary donors who had participated in blood donation campaigns organized
by a blood bank from a third-level hospital in Santander.

All the volunteers completed two self-reported questionnaires: one for
blood bank-donor selection and the other to collect specific information
for the study. To prevent unintentional double registrations, we excluded
individuals previously sampled in the study. Relevant demographic, clinical,
and epidemiological information was also collected. Consecutive sampling
was performed over approximately twelve months (June, 2013, to May, 2014)
until reaching the previously-determined sample size, which was calculated
using Epidat 4.1™ software taking into consideration the reported prevalence
for T cruzi infection in the blood bank (5%) with 95% confidence level and 5%
minimum precision.

Inclusion and exclusion criteria

We selected individuals who signed the informed consent, complied
with the Colombian blood donor standards, and provided all the specific
information required for the study variables.
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Blood samples

Whole blood and serum samples for molecular and serological tests
were collected on the same day by phlebotomy in 5 ml Vacutainer™ sterile
tubes with EDTA or without anticoagulant, respectively. Serum samples were
separated within two hours of collection and kept at -20°C until serological
processing. EDTA-supplemented blood samples were preserved at 4°C and
protected from light until DNA extraction. The serology and DNA extraction
procedures were completed within 15 days of collection.

DNA extraction

DNA extraction from EDTA-supplemented blood samples was performed
using a QIAmp DNA Blood Mini Kit™ (QIAGEN) following the manufacturers’
protocol slightly modified. Briefly, 200 pl of blood were washed twice with
STE solution (100 mM NaCl; 10 mM Tris-Cl, pH 8.0; 1 mM EDTA) on the
sample-equilibrated column to reduce the ionic strength and to optimize DNA
extraction. The quality of the extracted DNA was confirmed using 1% agarose
electrophoresis and its concentration was determined on a NanoDrop ND-
1000 UV-VIS Spectrophotometer™ (Thermo Fisher Scientific), and quantified
with the NanoDrop 2000/2000c¢ Spectrophotometer Software™ (Thermo
Fisher Scientific). As controls, we used 300 pl of each whole blood sample on
Whatman No. 3 filter paper stored in 1.5 ml sterile plastic tubes at -20°C.

Polymerase chain reaction (PCR)

PCR assays were performed using the forward TckDNA121F
(5-AAATAATGTACGGGGGAGATGCATGA-3) and the reverse TckDNA122R
(5-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3") primer sequences described by
Sturm, et al. (21). These oligonucleotides were designed based on conserved
regions of the T. cruzi 9813 strain and V101 clone kinetoplast DNA (GenBank
accession number 311875422) and synthesized by Invitrogen Life Technologies.

For the PCR, we used total DNA and control samples from patients
as templates. We optimized the PCR reagent concentrations and running
conditions based on amplicon efficiency and specificity parameters. The
positive DNA controls used for the PCR assays were: a) genomic material
extracted from an axenic LIT culture of T cruzi | (Tcl) SYLVIO-X10 strain
epimastigotes, and b) total DNA isolated from EDTA-blood samples obtained
from clinically confirmed patients with chagasic cardiomyopathy. All samples
were processed in duplicate in two independent experiments and all positive
PCR samples were confirmed in triplicate.

The quality, sensitivity, and specificity of the DNA amplification were assessed
using 1.5% DNA agarose electrophoresis assays stained with 1X SYBR Safe™
(Invitrogen Life Technologies), then visualized using a 302 nm UV transilluminator,
and documented with a Gel Doc XR+ Gel Documentation System™ (BioRad).

Anti-T. cruzi antibodies

We screened the serum samples for anti-T. cruzi antibodies using a
Chagas Il ELISA Kit™ (BiosChile Group) and retested using an ARCHITECT
Chagas CMIA Kit™ (Abbott) following the manufacturer’s instructions.
Samples with results above the cutoff value in both ELISA and CMIA tests
were considered positive and confirmed by Western Blot. The absorbance
cutoff values were below 0.3 in all the analyses performed. Sera from patients
with chronic chagasic cardiomyopathy were utilized as positive controls.
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Statistical analysis

The personal, clinical, and epidemiological data of the donors, as well as
their serological and PCR results, were recorded in a database with the Epidata
3.1. software. Frequency distribution, central tendency, and dispersion statistics
were calculated for the quantitative variables and proportions for the qualitative
variables. The association between the independent variables and the infection
and the normality of the continuous data were evaluated using the chi-square
and Shapiro Wilk tests, respectively. The agreement between ELISA/CMIA
and PCR was calculated by means of the kappa coefficient. The sensitivity,
specificity, positive predictive value (PPV), and negative predictive value (NPV)
of the serological tests were calculated taking the PCR as the defined reference
test. All statistical analyses were carried out using Stata 12.1™.

Ethical considerations

The study was approved by the Ethics and Research Committee at
Universidad de Santander and by the Ethics Committee of the hospital to
which the blood bank is affiliated and conducted according to the current
Colombian legislation (Resolution 8430 of 1993) and the Helsinki Declaration.
All participants signed an informed consent form.

To guarantee confidential data handling, information was coded. All
assays using donor samples were performed in accordance with defined
quality control standards. Blood donors identified during screening as T cruzi
seropositive were referred for medical attention and follow-up testing including
hemoculture and Western Blot.

Results
Study population

The main demographic characteristics of the study population (place
of residence, sex, age, and occupation) are shown in table 1. The study
population (658 voluntary donors) was composed mainly of young people
(50% aged 18 to 24, average age: 28.9 years + 10.1 SD), males (59.4%,
n=391), O blood type (61.2%, n=403), Rh+ (60.5%, n=399), students (56.5%,
n=372), and residents in several Santander municipalities (93.3%, n=614)
75% of them located in Chagas’ disease-endemic areas.

The provinces of Guanenta (n=380), Comunera (n=164), and Yariguies
(n=28) provided 86.9% (n=572) of the collected samples, mainly from the
towns of San Gil (n=338), Socorro (n=152), and Barrancabermeja (n=27),
correspondingly (figure 1). The remaining donors (3.3% non-residents)
came from other Colombian departments also endemic for Chagas’ disease
according to the National Public Health Surveillance System (6): 1.4% (n=9)
from Boyaca; 1.1% (n=7) from Bolivar; 0.3% (n=2) from Magdalena; 0.3%
(n=2) from Cesar; 0.2% (n=1) from Casanare, and 0.2% (n=1) from Sucre.
The residence data of 17 donors were missing.

Risk factors were only reported by 7.1% (n=47) of the participants (table 2).
Only 40.7% (n=268) had donated blood previously and a very low percentage
(0.6%, n=4) had been bitten by a triatomine bug at some point in their lives.
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Table 1. Demographic characteristics of the study population
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Sex Age Occupation*

Department Province o F M Student Employed Unemployed'
% n % n % X SD n % n n %

Santander 614 93.3 257 39.0 357 54.2 29.4 +10.3 359 545 233 354 10 1.5
Comunera 164 249 75 11.3 89 135 26.0+70 127 193 33 50 2 0.3

Garcia Rovira 8 12 - - 8 12 242+28 8 12 - - - -

Guanenta 380 577 168 25,5 212 322 317 +112 196 29.8 166 252 8 1.2

Metropolitana 21 32 6 09 15 23 25.7+6.7 9 14 12 1.8 - -

Soto Norte 1 02 1 02 - - 220 - 1 0.2 - - - -

Vélez 1 02 - - 1 02 210- - - 1 02 - -

Yariguies 28 43 4 06 24 36 22014 15 23 13 20 - -

Not reported 11 17 3 05 8 12 29.1x138 3 0.5 8 12 - -

Other departments? - 27 441 6 09 21 32 22717 13 20 12 18 - -

Missing data - 17 26 4 06 13 2.0 -- - - - - - -
658 100 267 40.6 391 59.4 28.9 +10.1 372 56.5 245 372 10 1.5

n: Number; F: Female; M: Male

* 31 Missing data

1 Unemployed: Retired and housewife people
2 Other Colombian departments: Endemic [Boyaca 1.4% (n=9), Bolivar 1.1% (n=7), Magdalena 0.3% (n=2); Cesar 0.3% (n=2); Casanare
0.2% (n=1), Sucre 0.2% (n=1)], and non-endemics (n=5)

Bolivar (7)
Sucre (1)

Santander (614)
Boyaca (9)

Casanare (1)

Missing data (n=17); non-endemic departments (n=5
Figure 1. Colombian map of sample collection sites and zoom into Santander department and its provinces. )

Table 2. Association between risk factors for transfusion-transmissible
infections and PCR positive results for Trypanosoma cruzi

Variable n=658 % PCR (+)/(-) p value*
Tattoo <12 months 18 2.8 0/18 0.56
Travel to endemic regions' <6 months 8 1.2 0/8 0.70
Transfusion <12 months 5 0.8 0/5 0.76
Biological accident <6 months 9 14 0/9 0.68
Hallucinogenic drug use <12 months 5 0.8 0/5 0.76
Bitten by kissing bug (triatomine) 4 0.6 1/3 0.001

"Endemic regions for leishmaniasis, dengue, malaria or yellow fever
* p<0.05: statistically significant

Santander province

. Guanenta
. Comunera
. Yariguies

Vélez
Metropolitana
Garcia Rovira

Soto Norte
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DNA isolation and amplification

For PCR assays, total DNA was isolated from whole blood samples
and concentrations between 40 and 70 ng/pl were obtained and used as
templates. The amplification assays were performed using the oligonucleotide
pair described by Sturm, et al. (21). To increase the 330 bp T. cruzi-
kDNA amplicon production and the specificity of the test, the reagent
concentrations and cycling parameters used were optimized as indicated in
the supplementary material (table S1). The sensitivity of the optimized PCR
was estimated at 12.5ng/pl of DNA (equivalent to 1 cell/pl) using total DNA
samples isolated from T. cruzi cultures as templates at various concentrations.
Non-target-size bands were generated employing T. theleri, T. evansi, and
Leishmania amazonensis genomic material as DNA templates to confirm a
100% specificity for the optimized test (figure 2A).

Serological vs molecular test

We found 0.3% (n=2) of samples positive for T cruzi antibodies in serum
with both serological methods (Chagas /Il ELISA Kit™ from BiosChile
Group and ARCHITECT Chagas CMIA Kit™ from Abbott). Conversely, in the
molecular analysis, we found a total of 12 samples (1.8%) (figure 2B). We
did not find false positives as all the positive serological results (n=2) also
exhibited the specific amplicon band by PCR thus allowing us to estimate a
100% specificity for the serological techniques used. According to the PCR
results, a 1.8% (n=12) T. cruzi infection prevalence was calculated for the
study population. Using the kappa coefficient, the agreement between the
serological and molecular results was calculated at 0.28 (95%ClI: -0.03 - 0.59)
and the following serology parameters were estimated using the molecular
assay as the defined reference test: Sensitivity, 16.7% (95%ClI: 2.09 - 48.4);
specificity, 100% (95%Cl: 99.4 - 100); PPV, 100% (95%CI: 15.8 - 100), and
NPV, 98.5% (95%Cl: 97.2 - 99.3) (table 3).

Mw PC NC NC L.a Tt Te

81 99 101 102 104 106 144 506 NC

MW: Molecular Weight Gene Ruler 1Kb DNA Ladder; PC: Positive control (Trypanosoma cruzi culture
total DNA extraction); NC: Negative control;: L.a: Leishmania amazonesis. T.t: Trypanosoma teilheri;
T.e: Trypanosoma evansi

Figure 2. PCR products in 1.5% agarose electrophoresis gel. A. Control DNA samples. B. Positive
PCR assays form donor DNA samples (36, 46, 52, 78, 81, 99, 101, 102, 104, 106, 144, and 506).
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Table 3. Sensitivity, specificity, predictive values and concordance of
serological tests as compared to PCR for the diagnosis of Trypanosoma
cruzi infection in blood donors from a Colombian endemic region

Diagnostic test* PCR (+) PCR (-) Total

Serological

(+) 2 0 2
(-) 10 646 656
Total 12 646 658

*Kappa coefficient: 0.28 (95%IC: -0.03-0.59); sensitivity: 16.7% (95%Cl: 2.09-48.4); specificity:
100% (95%Cl: 99.4-100); positive predictive value (PPV) 100% (95%Cl: 15.8-100), and
negative predictive value (NPV) 98.5% (95%Cl: 97.2-99.3)

To determine possible associations, the twelve donors who tested positive
by either PCR or serology were characterized using parameters such as their
place of residence, sex, occupation, and relevant epidemiologic backgrounds
(triatomine bite or previous donation) (table 2). It is noteworthy that 83%
(10/12) of the individuals who tested positive for T. cruzi infection by PCR
came from the province of Guanenta (San Gil), 75% (9/12) were male, and
33% (4/12) had previously donated blood. One of the two individuals who
tested positive by both serology and PCR assays (sample 78) reported having
previously suffered a triatomine bite (table 2).

Discussion

In endemic areas of many Latin American countries, T cruzi is primarily
transmitted by contact with the feces of infected blood-sucking triatomine bugs
(vector-borne). However, transmission by transfusion remains significant,
principally due to the dispersal of the infection beyond the geographical
borders of insect vectors, which alters the infection’s epidemiological dynamics
(4). Control efforts in the region have been centered on vector control and
the implementation of protocols and regulations for compulsory blood donor
screening. The prevalence of T. cruzi infection among blood bank donors has
shown a great variation, with rates varying between 1.3% and 51% (22). In
Colombia, the seroprevalence in blood donors has been reported between
0.09% and 2.1% depending significantly on the region studied (23-28), with an
estimated 5% in the nation’s general population (27). In Santander, the T cruzi
infection rate for voluntary blood donors has been reported at around 0.53% (28).

Currently, blood safety depends primarily on the sensitivity of the laboratory
screening tests, as well as on the implementation of progressively more
stringent donor eligibility criteria. However, due to the largely asymptomatic
course of T cruzi infection and its characteristic low parasitemia, in its late
stages, the diagnosis is traditionally carried out using two or more serologic
tests for specific IgG antibody detection (9). In blood bank screening, the most
commonly-used methods are those based on enzyme-linked immunosorbent
assays (ELISA) and chemiluminescent microparticle immunoassays (CMIA),
with more complex techniques, such as indirect immunofluorescence (IFI) and
immunoblotting, generally being used for confirmatory purposes. Previously,
high specificity and sensitivity levels (up to 95% of IFI standards) have been
reported for ELISA and CMIA assays, as well as a high reproducibility of
ELISA, IFI, and indirect hemagglutination (IHA) (29,30), but they also exhibit
limitations that should be considered and analyzed through comparative
studies with modern complementary techniques (29). For example, the false
seropositive results reported in these tests have been explained by the cross-
reactivity with other hemoflagelate protozoa such as Leishmania spp. or
Trypanosoma rangeli (29,31). Additionally, and most preoccupying, multiple
studies have reported seronegativity in patients who are symptomatic for
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Chagas’ disease and exhibit molecular evidence of T cruzi infection (i. e. who
are PCR-positive) (12,31,32).

Here we conducted a comparative study of two methods for serological
screening of specific T. cruzi antibodies (Chagas /Il ELISA Kit™ from
BiosChile Group and ARCHITECT Chagas CMIA Kit™ from Abbott) and a
molecular technique using the in-house PCR protocol previously described by
Sturm, et al. (21). The tests were applied to 658 voluntary blood donors from
a Chagas’ disease-endemic region (Santander, Colombia) with a reported
6.3% T cruzi infection prevalence (5) and great diversity in domestic and wild
triatomine insects (11 different species of which seven are involved in Chagas’
disease transmission) (5,33).

Our results showed that the molecular method was six times more
sensitive than the ELISA and CMIA assays at detecting T. cruzi infection
in blood samples. These results are in agreement with previous studies
documenting a better performance for molecular methods in terms of
sensitivity and specificity, especially for parasite detection in blood samples
from chronic patients and cases of doubtful serological tests (8,11-14,18,31).
Thus, in patients with cardiac (12) and/or digestive abnormalities (13), which
are characteristic of chagasic infection with low parasitemia, PCR appeared
to be an efficient method for T. cruzi DNA detection even for doubtful (8,11) or
serologically negative cases (8,12,13).

Comparative studies of serological results and molecular PCR test
performed in a cross-sectional blood donor cohort evidenced low antibody
levels or discordant test results in one third of the seropositive samples
(8,18). These results were explained by parasite tissue sequestration after the
resolution of acute infection leading to a low-grade and intermittent parasitemia
in indeterminate and chronic infection stages (8,18-20). These phenomena can
be also accompanied by a low antigenic stimulus with a resulting low antibody
production or even seroconversion (19-20). The association of antibody
levels with peripheral parasitemia was previously described in blood donor
studies (8,15), parameters that were also correlated with the severity of the
chagasic cardiomyopathy (8). These authors concluded that in endemic areas
a minor proportion of the infected individuals are able to control the circulating
parasite in the blood (8), but does not necessarily represent its elimination.
Consequently, the absence of reliable biomarkers to identify the parasite
persistence is a major obstacle to understand the natural history of chagasic
cardiomyopathy and determine the true impact of the disease.

The performance of the molecular method can be explained by the fact
that PCR is based on direct detection of parasite DNA while immunological
tests are strongly dependent on the patient’s immune status and the time
since infection. They also rely heavily on the technical conditions under
which the assays are performed (for example, antigen, parasite lineage,
or developmental stage, among others) (31,32). Therefore, despite chronic
infection, some patients are unable to develop an antibody response
detectable by conventional serology. This phenomenon could be more
common than expected as revealed by previous reports in endemic nations
such as Argentina, Bolivia, Venezuela, and Brazil (12,13,33). Some of its
possible causes include: a) window-phase or very low antibody titers in the
early stage of infection (34); b) inability of some T cruzi strains to induce
specific antibody production (35); ¢) HIV co-infection causing decreased
antigen presentation due to virus tropism on CD4* T-, dendritic, and natural
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killer cells, and the consequent impairment of their antibody secretion (36); d)
non-responder phenomenon or persistent antibody-negative (immunosilent)
carriers who are unable to produce a detectable humoral response and
present appropriate antigens (possibly associated with CD4+ and CD8* T-cell
depletion due to the affinity of the thymus as a T. cruzi-infection target), as well
as the reduction of IL-2 (a pivotal cytokine in cellular memory immunity and
antigen recognition) (34,35), and e) procedural testing errors.

Currently, PCR protocols using different targets such as repeated satellite
sequences (11), Tc24 flagella proteins 3’end ORF (37), or kinetoplast DNA
(21) have been described. The PCR described by Sturm, et al. (21), uses
a specific primer pair for the amplification of a 330 bp fragment from kDNA
minicircles resulting in a highly sensitive (70% to 100%) and specific (96.5%
to 100%) method due to the high copy-number of the mitochondrial genome
(10,000 to 30,000 minicircles and their respective four copies in the variable
region). Additionally, this protocol was also reported to exhibit specificity of
100% compared to other kinetoplastid genera (Crithidia luciliae, Leptomonas
collosoma, Herpetomonas mariadeanei, Endotrypanum spp., Blastocrithidia
culicis, Leishmania tarentolae, and T rangeli) (21), which explains why we
selected and optimized the method to use it as the molecular test. The
modified PCR results in an increase in sensitivity and specificity rates.

In the present study, all positive samples by serology (2/658) were also
positive by PCR (two true positive results), however, 10 samples were only
found positive using the molecular assay (10 false negatives by serology).
Given that four of the PCR-positive donors had previously donated blood,
an apparent epidemiological risk is evident for transfusion-transmission
associated with possible false negatives from serology.

In the correlation analysis of T cruzi PCR-positive donors and the
independent variables (table 2), the triatomine bite was the only variable that
showed a statistically significant association (p<0.001); this risk factor was
reported by 33.3% (4/12) of the PCR-positive individuals and 10/12 (83.3%) of
these positive donors were residents in Guanentd, a highly endemic area for
Chagas’ disease (table 1).

Regarding serological methods, 96% sensitivity and 99% specificity levels
have been estimated for screening ELISA assays (38). Specifically for the
Chagas Ill ELISA kit from the BiosChile Group an 82% to 99% specificity and
a 99% sensitivity have been reported (39,40), and the test has also shown
an excellent concordance with other ELISA tests, such as the Chagas test
IIC V.1 (Research Institute in Health Sciences at Universidad Nacional de
Asuncion, Paraguay) and the Chagatest ELISA (Wiener) (40), with a kappa
index of 0.92. However, in aboriginal communities in the Venezuelan States
of Bolivar and Delta Amacuro, the ELISA Chagas Il (BiosChile) method
had a poor performance in detecting specific T cruzi-lgG antibodies (41). A
significant performance disagreement has also been reported for commercial
ELISA results for T cruzi antibody detection. In this regard, Guzman-Gémez,
et al. (42), analyzed 37 samples using five serological techniques and found
that only one sample was positive with all techniques: one with four and nine
with three. All samples were positive for at least two of the tests used but in a
matrix of various combinations (42).

It is important to acknowledge that the population recruited in blood
donor campaigns (as in this study) are demographically different from the
conventional donors routinely attending blood banks and both of them differ
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from the general population. Therefore, the prevalence registered in our

study cannot be considered the Chagas’ disease prevalence in the general
population, mainly because the volunteer participants were mostly males,
students, young, and unemployed (table 1); besides they were in good

health and had healthy personal habits (28). It is possible, then, that a higher
prevalence would be found in the general population in Santander from all age
and sex groups, as well as normal occupational diversity.

However, our purposes were first, to compare the diagnostic utility of
ELISA/CMIA and PCR techniques for Chagas’ disease diagnosis; second,
to determine the existence of a possible serosilent phenomenon in blood
donors from Santander municipalities, and third, to emphasize the need to
rethink progressively more restrictive donor eligibility criteria and increasingly
sensitive blood donor screening methods like PCR. The implementation of a
PCR test, as described herein, could be used as a complementary method
for screening blood donors thus reducing the risk of false-negative results and
Chagas’ disease transmission by transfusion, especially in endemic regions
such as the department of Santander in Colombia.
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Supplementary files

Table S1. PCR parameters for Trypanosoma cruzi kDNA amplification

Reagent parameters

Reagent This study Sturm, et al., 1989
MgCl 2.5 mM -
KCI 50 mM 50 mM
Tris-HCI (pH 8.8) 10 mM 10 mM
dNTP mix 0.8 mM 1.5mM
Dithiothreitol - 1mM
Sense primer 0.4 uM NR
Antisense primer 0.4 pM NR
Tag DNA polymerase 0.1 U/l 0.02-0.08 U/l
DNA template 100 nM NR
Cycling parameters
Step Parameter Parameter
Initial denaturalization 5 minutes at 94°C 2 minutes at 94°C
Cycles 34X 34X
Denaturalization 40 seconds at 94°C 1 minute at 93°C;
Hybridization 40 seconds at 55°C 1 minutes at 37°C
Elongation 50 seconds at 72°C  1-2 minutes at 70°C
Final extension 10 minutes at 72°C 1-2 minutes at 70°C

NR: Not reported
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Introduccion. Los enteroparasitos pueden generar problemas en animales bajo cuidado
humano en zooldgicos y centros de acogida. Los animales silvestres presentan bajas
cargas parasitarias, pero estas pueden ser mayores y llevar a manifestaciones clinicas
cuando se trata de animales resguardados en recintos, lo que aumenta los gastos en
tratamientos y cuidados médicos. Por otro lado, algunos enteroparasitos pueden causar
infecciones zoondticas en los cuidadores, los visitantes y otros animales del zooldgico, asi
como afectar los programas de recuperacion de especies amenazadas de extincion.
Objetivos. Determinar la presencia y prevalencia de enteroparasitos con potencial de
transmision zoondtica en primates de las familias Cebidae y Callitrichidae del Zooldgico de
Cali, entre septiembre y noviembre de 2017.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio transversal prospectivo, para lo cual se
recolectaron muestras seriadas de 50 individuos pertenecientes a siete especies de dos
familias de primates y se analizaron mediante examen coprolégico, flotacion y coloracion
Kinyoun, entre septiembre y noviembre de 2017.

Resultados. Segun su prevalencia, los géneros de parasitos hallados en las siete
especies de primates evaluadas, fueron Blastocystis spp., Tichomonas spp., Giardia spp.,
Entamoeba spp., Strongyloides spp., Cyclospora sp.y Trichuris sp.

Conclusiones. Por o menos, seis de los géneros de parasitos identificados tienen
implicaciones zoonéticas, lo cual hace necesario establecer las posibles vias de infeccién
de los primates del Zooldgico de Cali e implementar protocolos de manejo que reduzcan el
riesgo de transmision a los humanos y a otros animales de la colecciéon. Ademas, se presenta
la informacion relevante sobre el potencial zoonético de los enteroparasitos hallados.

Palabras clave: animales de zoolégico; primates; parasitos; zoonosis; Cebidae; Callitrichidae.

Frequency of enteroparasites in Cebidae and Callitrichidae primates at the Zooldgico
de Cali, Colombia: Zoonotic implications

Introduction: Enteroparasites can cause problems in animals kept under human care

in zoos and shelters. Wild animals have low parasitic loads but when sheltered in closed
places they can be higher and lead to clinical manifestations, which increases the cost of
medical treatments and care. On the other hand, some enteroparasites can represent a
potential risk of zoonotic infection for their animal keepers, visitors, and other zoo animals.
In addition, they could affect recovery programs for endangered species.

Objectives: To establish the presence and prevalence of potentially zoonotic
enteroparasites in primates of the Cebidae and Callitrichidae families at the Zoolégico de
Cali from September to November, 2017.

Materials and methods: We conducted a prospective cross-sectional study. Serial samples
from 50 individuals belonging to seven species and two primate families were analyzed by
ova and parasite test, flotation, and Kinyoun stain between September and November, 2017.
Results: In order of frequency, the parasite genera found in the seven primate species
evaluated were Blastocystis spp., Tichomonas spp., Giardia spp., Entamoeba spp.,
Strongyloides spp., Cyclospora sp., and Trichuris sp.

Conclusions: At least six of the parasite genera found have potential zoonotic implications.
It is necessary to establish what are the infection sources at the Zooldgico de Cali and
implement management protocols to reduce the risk of transmission to both humans and
other animals in the collection. Additionally, we offer relevant information on the zoonotic
potential of each of the enteroparasites found.

Keywords: Animals, zoo; primates; parasites; zoonoses; Cebidae; Callitrichidae.



Biomédica 2021;41(Supl.1):60-81

Enteroparasitos en primates del Zoolégico de Cali

Los primates no humanos se encuentran amenazados por acciones como
la reduccidn drastica de sus habitats, la fragmentacion de los bosques, la
caza ilegal y el trafico de fauna silvestre, lo que lleva a que cerca del 60 %
esté en peligro de extincion (1-5). Las especies neotropicales representan el
34 % de las especies de primates del planeta (4).

Colombia ocupa el quinto lugar de diversidad de primates no humanos del
Nuevo Mundo (2), pero varias especies endémicas estan amenazadas (1). Para
mitigar este impacto, el Zooldgico de Cali participa en programas de educacion
ambiental, conservacion y recuperacion de especies amenazadas, y recibe
animales mediante el intercambio con otros zooldgicos o el rescate de manos
de los traficantes de fauna silvestre por parte de las autoridades ambientales.

Es frecuente encontrar una alta prevalencia de parasitos y comensales
intestinales que causan morbilidad y mortalidad en los primates bajo cuidado
humano (6,7). Los parasitos intestinales mas comunmente reportados son
organismos unicelulares, hongos, nematodos, platelmintos y acantocéfalos, y
es comun que los animales tengan dos 0 mas especies simultdneamente. Las
prevalencias de algunos de ellos llegan a mas del 35 % y varian en el tiempo
debido a factores bidticos y abiéticos (8-12).

El parasitismo intestinal en los primates no humanos puede causar
sintomas como diarrea, cdlicos, vomitos, prolapso rectal, fiebre, dafio
mecanico, malabsorcidon de nutrientes, pérdida de electrolitos y, en casos
graves, obstruccion intestinal, lo que provoca la pérdida de su condicion
corporal y cambios de comportamiento que indican que su enfermedad cursa
de manera grave y que, incluso, puede llevarlos a la muerte (9) y afectar los
programas de recuperacion de especies en peligro.

Algunas especies de Cryptosporidium presentes en animales bajo
cuidado humano (11) pueden ocasionar infecciones intestinales y
extraintestinales en nifios e individuos inmunocomprometidos (12,13).
Entamoeba histolytica en primates y humanos y E. nuttalli en primates se
consideran extremadamente patdgenas y causan infecciones extraintestinales
que pueden ser mortales (14-16). Strongyloides spp. se ha informado como
una causa importante de morbilidad en animales bajo cuidado humano, lo
que incrementa los gastos de atencion médica (17), en tanto que Blastocystis
spp. y Giardia spp. son frecuentes en animales silvestres y en aquellos bajo
cuidado humano, incluidos los primates no humanos, asi como en el hombre,
lo cual revela su potencial zoondtico (18-23).

En este estudio, se determinaron la presencia y la prevalencia de
enteroparasitos con potencial de transmisidon zoonética en primates de las
familias Cebidae (Cebus capucinus, Sapajus apella'y Saimiri sciureus)

y Callitrichidae (Cebuella pygmaea, Saguinus leucopus, S. oedipus'y S.
fuscicollis) del Zooldgico de Cali, entre septiembre y noviembre de 2017.

Materiales y métodos

El estudio, de tipo transversal prospectivo, se llevé a cabo en el Zooldgico
de Cali, entre septiembre y noviembre del 2017. El zooldgico esta situado
en el bosque municipal, a orillas del rio Cali, en la ciudad de Santiago de
Cali (Valle del Cauca, Colombia), a una altura de 1.000 m.s.n.m. y con una
precipitacién anual promedio de 1.483 mm. Alberga alrededor de 2.500
animales, el 21 % de ellos mamiferos. Las dos familias de primates tenian 50
individuos distribuidos en 19 recintos con uno a nueve individuos cada uno.
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En total, fueron 32 hembras (64 %), 13 machos (26 %) y cinco individuos sin
sexo determinado (10 %).

Los cuidadores recolectaron en tres ocasiones las muestras de materia
fecal de cada recinto, con intervalos inferiores a dos semanas entre
recolecciones, empleando una técnica aseéptica, guantes y recipientes limpios
en cada ocasion. En los recintos ocupados por grupos no era posible realizar
el muestreo de forma individual, por lo que se tomaron hasta cuatro muestras
frescas simultaneas que se consideraron representativas del total de los
animales de esa unidad de muestreo (17). Las muestras se recogian de
aquellas deposiciones que estuvieran sobre el piso de concreto del recinto,
evitando las que estaban sobre la tierra o el césped.

Los recipientes se rotularon adecuadamente y se llevaron al laboratorio del
zooldgico antes de una hora al cabo de la recoleccién. Se procesaron para la
deteccion de enteroparasitos por examen coprolégico directo (solucidn salina
y lugol), concentracion por flotacidn con sulfato de cinc y tincién acido-alcohol
resistente (Kinyoun) y se observaron con objetivos de 10X, 40X y 100X,
segun la técnica (24). La identificacion se hizo con base en las caracteristicas
morfolégicas de los microorganismos.

Los resultados se ingresaron en una base de datos en Excel, y se
determinaron frecuencias y medidas de tendencia central. Con el paquete
IBM SPSS™, statistics (version 23), se estudio si habia asociacién o
independencia entre las variables “familia de primate” e “infeccion” en cada
una de las parasitosis encontradas, empleando la prueba exacta de Fisher
con un nivel de significacion estadistica establecido (o) de 0,05.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Revisién Etica con
Animales en Experimentacion de la Universidad del Valle mediante el Acta
No. 001-017 del 31 de mayo de 2016, y por la Fundacién Zooldgico de Cali.

Resultados

Se tomaron muestras seriadas completas en 16 recintos, todos positivos
para parasitismo intestinal en el momento del estudio y se descartaron tres
recintos en los cuales se hospedaban diez animales, ya que en ellos no fue
posible tomar la totalidad de las muestras del seriado. Asi, el grupo evaluado
quedo conformado por 40 individuos y el 100 % presentd una entidad
parasitaria, por lo menos.

En cuanto a la riqueza parasitaria por especie de primate, Saguinus
leucopus (Callitrichidae) fue la que presenté la mayor variedad de parasitos
(dos nematodos Trichuris sp. y un adulto sin identificar, y seis protozoos
de Giardia spp., Cyclospora spp., Blastocystis spp., Trichomonas spp.,
Entamoeba spp., y uno sin identificar). Le siguieron Saimiri sciureus (Cebidae),
con cuatro parasitos (Blastocystis spp., Trichomonas spp., Entamoeba spp. y
Strongyloides spp.), Sag. oedipus, con tres (Giardia spp., Blastocystis spp.y
Trichomonas spp.) y Cebuella pygmaea (Callitrichidae), con tres (Blastocystis
spp., Trichomonas spp. y Entamoeba spp.). Por ultimo, los cébidos Cebus
capucinus (Blastocystis spp.) y Sapajus apella (Giardia spp.), y el calitricido
Sag. fuscicollis (Blastocystis spp.), presentaron un tipo de enteroparasito.

En el andlisis etario, la mayor prevalencia de infeccion se present6 en
los animales mayores de 11 afos, seguidos de los menores de un afo y los
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de 13 meses a 5 ahos (cuadro 1). El microorganismo de mayor frecuencia
segun el nimero de individuos parasitados fue Blastocystis spp., seguido por
Trichomonas spp., Giardia spp., Entamoeba spp. (E. histolytica/E. dispar/E.
moskovskii/E. nuttalli), Strongyloides spp., Cyclospora sp.y Trichuris sp. Por
otro lado, en el analisis por recintos, los parasitos o comensales intestinales
mas prevalentes fueron Blastocystis spp., Trichomonas spp., Entamoeba spp.
(E. histolytica/E. dispar/E. moskovskii/E. nuttalli) y Giardia spp. Los de menor
frecuencia fueron Strongyloides spp., Trichuris sp.y Cyclospora sp. (cuadro 2).

En las 22 hembras, los 13 machos y los 5 individuos de sexo indeterminado,
se identificaron agentes parasitarios o comensales. Al analizar el nimero de
recintos y la cantidad de especies parasitarias en cada uno de ellos, asi como
el numero de especies parasitarias en las dos familias de primates, se pudo
apreciar que el monoparasitismo era la condicion mas frecuente tanto en los
recintos como por familia, seguido por el poliparasitismo de dos y tres especies,
y con menor frecuencia, el poliparasitismo de cuatro especies. En los cuadros
3y 4 se pueden apreciar las asociaciones entre las diferentes especies de
parasitos en los individuos con infecciones multiples por familia y por recinto.

Cuadro 1. Distribucion etaria de primates Cebidae y
Calitrichidae analizados y total de individuos parasitados

Edad n Total de individuos %
0-12 meses 4 5 80
13 meses a 5 afios 8 10 80
6-10 afos 9 13 69,2
>11 afos 8 9 88,8
Indeterminada 2 3 66,7

Cuadro 2. Prevalencia de parasitos en primates Cebidae y Calitrichidae por nimero de
individuos infectados y su distribucion por recintos en valores absolutos y porcentajes

Parasitos o comensales Parasitos o comensales

Parasit por nimero de por recintos (N=16)

arasito individuos (N=40) n (%)
n (%)

Blastocystis spp. 30 (75) 14 (84,2)

Trichomonas spp. 11 (27,5) 5(31,3)

Giardia spp. 11 (27,5) 3(18,8)

Entamoeba spp. (Entamoeba 10 (25) 4 (25)

histolyticalE. dispar/E.

moskovskiilE. nuttalli)

Strongyloides spp. 6 (15) 1 (6,3)

Cyclospora sp. 2 (5) 1 (6,3)

Trichuris sp. 1 (2,5 1 (6,3)

Cuadro 3. Prevalencia de parasitismo en primates Cebidae y Calitrichidae por sexo
y nuimero de individuos, en valores absolutos y porcentajes

Analisis por sexo

Animales por sexo

Sexo n Tipo de parasitismo n %
Hembras 22 Monoparasitismo 14 63,6
Poliparasitismo, 2 especies 2 9,1
Poliparasitismo, 3 especies 2 9,1
Poliparasitismo, 4 especies 4 18,2
Machos 13 Monoparasitismo 5 38,5
Poliparasitismo, 2 especies 6 46,2
Poliparasitismo, 3 especies 1 77
Poliparasitismo, 4 especies 1 77
Indeterminado 5 Monoparasitismo 5100
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Cuadro 4. Asociacion de especies en individuos con poliparasitismo y su distribucién por recintos

Total de recintos Numero de recintos por

Tipo de infeccion afectados (N=16) tipo de parasitismo Parasitos %
n n
Monoparasitismo 7 6 Blastocystis spp. 42,8
1 Giardia spp.
Poliparasitismo, 2 4 2 Blastocystis spp. 25
especies Trichomonas spp.
2 Blastocystis spp.
Entamoeba spp.
Poliparasitismo, 3 4 1 Trichuris sp. 25
especies Giardia spp.
Trichomonas spp.
1 Blastocystis spp.

Cyclospora spp.
Protozoo sin identificar
1 Blastocystis spp.
Entamoeba spp.
Nematodo adulto sin identificar

1 Blastocystis spp.
Trichomonas spp.
Giardia spp.
Poliparasitismo, 4 1 1 Blastocystis spp. 6,2
especies Entamoeba spp.

Strongyloides spp.
Trichomonas spp.

Al comparar los parasitos segun la cantidad de especies huéspedes
que pueden infectar, Blastocystis spp. se encontrd en un mayor nimero
de especies de primates, con seis distintas especies de huéspedes en las
dos familias de primates no humanos del Nuevo Mundo. Trichomonas spp.
se encontrd en cuatro especies de primates, en tanto que Giardia spp. y
Entamoeba spp. se encontraron en tres huéspedes cada unay, Trichuris sp.,
Cyclospora sp.y Strongyloides spp., solo en una especie cada una (cuadro
5). Al comparar la cantidad de especies parasitarias encontradas en cada
especie de primate, Sag. leucopus (n=8) presentd seis distintos parasitos
(Trichuris sp., Giardia spp., Cyclospora sp., Blastocystis spp., Tichomonas
spp. y Entamoeba spp.), siendo los de mayor diversidad de microorganismos,
mientras que la menor variedad de parasitos ocurrié en Sag. fuscicollis (n=1),
C. capucinus (n=6) y Sap. apella (n=9), con una especie de parasito cada
uno (Blastocystis spp. en las dos primeras especies y Giardia spp. en la otra)
(figura 1 y cuadro 5).

En los recintos en los que se obtuvieron las tres muestras seriadas,
mediante el primer examen se diagnosticaron infecciones parasitarias en
siete (43,8 %), en tanto que los otros nueve recintos fueron negativos. De
estos ultimos, ocho fueron positivos en la segunda muestra. El acumulado de
positivos para las dos primeras muestras fue del 93,8 %. En el recinto que
albergaba al grupo de individuos de Sap. apella, las dos primeras muestras
fueron negativas y, en la tercera, el resultado fue positivo para Giardia spp.
(cuadro 6). De los tres recintos en los que solo se recolecté una muestra, dos
fueron positivos para Blastocystis spp.y el otro fue negativo.

En la prueba exacta de Fisher, tomando como muestra el numero de
recintos, (n=16), se encontr6 que las variables “familia de primate” y cada
una de las parasitosis encontradas no tenian asociacion estadisticamente
significativa, es decir, eran independientes.
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Cuadro 5. Numero de individuos positivos Vs. nimero total de individuos por parasito para las diferentes especies
de las familias Cebidae y Callitrichidae del Zoolégico de Cali

Blastocystis Trichomonas Giardia Entamoeba Strongyloides Cyclospora Trichuris

Especie
spp- spp.- spp. spp- spp- sp. sp.

Callitrichidae

Saguinus leucopus 7 (8) 3(8) 1(8) 2(8) 0(8) 2(8) 1(8)
Saguinus fuscicollis 1(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1) 0(1)
Saguinus oedipus 4 (4) 1(4) 0(4) 2 (4) 0(4) 0(4) 0(4)
Cebidae

Cebuella pygmaea* 6 (6) 1(6) 1(6) 0 (6) 0 (6) 0 (6) 0 (6)
Cebus capucinus 6 (6) 0(6) 0 (6) 0 (6) 0(6) 0(6) 0 (6)
Sapajus apella 0(9) 0(9) 9(9) 0(9) 0(9) 0(9) 0(9)
Saimiri sciureus 6 (6) 6 (6) 0 (6) 6 (6) 6 (6) 0 (6) 0 (6)
Total 30 (40) 11 (40) 11 (40) 10 (40) 6 (40) 2 (40) 1 (40)

El nimero en paréntesis corresponde al total de individuos de la especie.
* No se incluyeron los primates sin el seriado completo.

W IN

Saguinus
leucopus

Saguinus Saguinus Cebuella Cebus Sapajus Saimiri
fuscicollis oedipus pygmaea capucinus apella sciureus

M Blastocytis ™ Trichomonas Giardia M Entamoeba W Strongyloides ™ Cyclospora M Trichuris

Figura 1. Diversid
y Callitrichidae en

ad de enteroparasitos (riqgueza de especies parasitas) en los primates de las familias Cebidae
el Zoolégico de Cali (Blastocystis spp., Trichomonas spp., Giardia spp., Entamoeba spp.,

Strongyloides spp., Cyclospora sp.y Trichuris sp.)

Cuadro 6. Muestras de materia fecal positivas en las distintas tomas del examen
seriado (datos por recinto)

Numero de recintos positivos

Muestra en la cual se %

— * O
detectaron los parasitos (N-';IG) % acumulado
1 7 43,8 43,8
2 8 50,0 93,8
3 1 6,2 100,0

* De los 19 recintos hubo tres en donde solo se obtuvo una muestra.
Discusion

En el presente estudio se determind la presencia y la prevalencia de
enteroparasitos con potencial de transmision zoonética en primates de las
familias Cebidae y Callitrichidae del Zoologico de Cali. En aquellos espacios con
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mas de un individuo, se considerd que el riesgo de exposicion era similar para
todos y que los resultados eran aplicables a todos los primates del recinto (17).
La frecuencia de infeccion parasitaria en las especies de primates evaluadas
fue del 100 %, similar a lo reportado en otros zoolégicos en Peru (7) y Colombia
(25), ambas mayores del 95 %, pero mayor que la reportada en otros zooldgicos
de Bélgica (17), China (18), Medellin (26), Espafa (27) y Costa Rica (28), asi
como en estudios con animales silvestres libres en Costa Rica (29), Peru (30) y
Colombia (31), todos con frecuencias entre el 25 y el 75 %.

Cabe destacar el estudio de Fajardo, et al., realizado también en el
Zoolégico de Cali, en el cual se encontrdé una prevalencia de parasitismo
mucho menor de Entamoeba spp. y uncinarias en C. capucinus (6,35 %
cada uno), en tanto que no se encontrd parasitismo en los ejemplares
de Sag. leucopus (32). Es importante mencionar que, en algunos de los
trabajos referenciados, se utiliz6 una unica toma de muestra (1,7,25,30), lo
que permite pensar que la sensibilidad en el diagnéstico de las infecciones
con bajas cargas parasitarias fue menor, mientras que, en este trabajo, se
evaluaron muestras seriales para todos los recintos, con el fin de mejorar la
sensibilidad del examen directo y de la coloracién.

Debe sefialarse que los animales que el Zooldgico de Cali recibe por
intercambio 0 decomiso entran en cuarentena en un area independiente,
durante la cual se les hacen diversas evaluaciones clinicas periddicas para
establecer su estado de salud, incluidos examenes sanguineos y estudios
seriados de materia fecal. Pasado este periodo, se aplica el protocolo para su
introduccién como individuos fundadores y no se los introduce en grupos ya
establecidos para, asi, garantizar la inocuidad de los nuevos individuos que
se integran a la coleccién del Zooldgico.

Como los parasitos detectados en los primates evaluados en este estudio
son transmitidos principalmente por agua y alimentos, con excepcion de
Strongyloides spp., que penetra por la piel, es importante sefalar que
el Zooldgico cuenta con su propia planta de potabilizacion de agua con
cloro para el suministro a los diversos recintos; sin embargo, hay que tener
en cuenta que varias especies de enteroparasitos presentan estructuras
resistentes a la cloracién del agua, por lo que para algunos animales
especialmente propensos se ha establecido un protocolo de potabilizacion
por ésmosis inversa que reduce el riesgo de infeccion por Toxoplasma
gondii (83). Con respecto a las frutas y verduras que se emplean para la
alimentacion de los primates, estas se manejan con protocolos similares a los
establecidos para la manipulacion de los alimentos para consumo humano y
son suministrados en bandejas plasticas que se lavan después de cada uso.

Por otra parte, el protocolo de manejo de enteroparasitos en el Zooldgico
de Cali implica la evaluacion de cada recinto tres veces al afilo mediante
examen coproldgico directo y concentracion. Cuando se encuentran
individuos positivos, se establece el tratamiento y se evalua la necesidad
de tratar los recintos adjuntos; si hay individuos sintomaticos, por ejemplo,
por diarrea, se hace el diagndstico, se da tratamiento grupal y, solo en
condiciones especiales, dadas las implicaciones sociales, se aisla al
individuo para su manejo en la clinica bajo observacion continua.

Los recintos de los primates en el Zooldgico de Cali cuentan con una zona
de manejo con superficies lavables, asi como zonas con hierba para simular
condiciones naturales. Debido a la dificultad de su lavado, estas zonas
pueden actuar como reservorio para las formas infectivas de los parasitos
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gastrointestinales, lo que facilita su permanencia y viabilidad en el tiempo,

y la reinfeccion de los individuos, y explicaria las altas tasas de prevalencia
halladas en este y otros estudios (3,17,21). Por otra parte, es dificil controlar el
ingreso de animales, como pequefias aves, roedores e insectos (cucarachas
y moscas) a los recintos; estos animales pueden volverse parte de la dieta de
los primates bajo cuidado humano y los convierte en un factor de riesgo de
infeccion parasitaria (34,35).

La prevalencia general de helmintos en las dos familias de primates fue
baja comparada con otros estudios, lo que se explicaria por las bajas cargas
parasitarias de los individuos y porque el examen directo no es la mejor
técnica para el diagndstico de las infecciones por Strongyloides spp. Asimismo,
podria tener relacién con la propensién de los huéspedes a la infeccion, o
con su comportamiento, y con los protocolos de manejo implementados en
el zooldgico (31,36). En estudios de cébidos en vida silvestre en Costa Rica
(37,38) y Colombia (1,31), los parasitos de mayor frecuencia fueron helmintos,
incluidos acantocéfalos, y con menor frecuencia, los protozoarios, hecho que
algunos autores explican como resultado de la dieta de algunos de estos
primates, la cual puede incluir invertebrados que servirian de huéspedes
intermediarios para algunos de estos helmintos (31,37-39).

En cuanto a la frecuencia de monoparasitismo (43,8 %) hallada en los
cébidos y calitricidos del Zooldgico de Cali, esta fue similar a lo reportado
en un estudio realizado en Costa Rica (60,8 %) (28), pero difiere de lo
informado en estudios llevados a cabo en otros zooldgicos (17,40). La elevada
frecuencia de monoparasitismo podria indicar también que, aunque las
fuentes de infeccién son pocas, la simplicidad de los ciclos de vida de los
parasitos detectados, monoxénicos, y el hecho de que sus estadios quisticos
(Entamoeba spp., Blastocystis spp., Giardia spp.) son infectivos una vez son
excretados por el huésped, facilitan que un animal se reinfecte después del
tratamiento, ya que en algunos de los recintos es dificil limpiar totalmente la
materia fecal. Ahora bien, si se compara el poliparasitismo en estos primates
(25 % como maximo) con el hallado en otros zoolégicos, la frecuencia fue
menor (41). Esto es importante porque las infecciones por multiples especies
parasitarias suelen causar cuadros clinicos mas complicados en los individuos
infectados y, por ende, aumentar los costos en tratamientos y cuidados.

El estrés causado por la permanencia en espacios restringidos y el
contacto con seres humanos, se ha propuesto como una de las causas
de la gran frecuencia de infecciones parasitarias intestinales en primates
bajo cuidado humano. Se asocia con la reduccion de la resistencia a las
infecciones y el aumento de la cronicidad de estas parasitosis (42). Por
ello, en el Zooldgico de Cali se han intervenido los recintos siguiendo los
protocolos establecidos en manuales de bienestar especificos para cada
familia de primates (43-45), de manera que su disefo facilite un manejo y una
interaccion adecuados con el cuidador, y un mayor bienestar de los animales.
Ello permitié que el Zooldgico fuera certificado por la Association of Zoos and
Aquariums (AZA) y la Asociacion Latinoamericana de Parques Zooldgicos y
Acuarios (ALPZA). Ademas, se asigna un unico cuidador para la alimentacion
y el aseo de los recintos para reducir el estrés en los animales a su cargo
y el ingreso a las areas de manejo se hace mediante motivacion positiva,
lo que se consigue con el disefio y la ambientacion, y con estrategias de
condicionamiento positivo como los premios.
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Por ultimo, cabe resaltar la utilidad del examen seriado de materia fecal
que, en este caso, permitio detectar mas del 90 % de los casos de infeccién
en la segunda muestra evaluada, algo similar a lo reportado en otros estudios
(28). En algunos de los primates no humanos del Nuevo Mundo, es frecuente
que la muestra sea escasa o insuficiente para utilizar las técnicas rutinarias
debido a la cantidad de materia fecal que expulsan, por lo cual la repeticion
de la toma de muestras multiples en los recintos aumenta considerablemente
la probabilidad de observar estadios parasitarios en el examen coproldgico.

Sobre el potencial zoondtico de los parasitos hallados en primates
Cebidae y Callitrichidae

Es importante resaltar el potencial zoonético de algunos de los
enteroparasitos encontrados en los primates del Zooldgico de Cali, ya que
podrian ser fuente de infeccidn para sus cuidadores y para otros animales
de la coleccion. En el caso de Blastocystis spp.y Trichomonas spp., no se
ha definido claramente su papel en la enfermedad en animales y, a pesar
de su elevada frecuencia en los primates evaluados, la mayoria estaban
asintomaticos. Por su parte, Giardia spp. un protozoo frecuente en los
animales del Zooldgico de Cali, y es conocido su papel en la enfermedad
animal y humana. En cuanto a Strongyloides spp., se presentd en pocos
individuos de las dos familias de primates Cebidae y Callitrichidae; en el
Zoolégico se han presentado casos recurrentes de estrongiloidiasis cronica
en lémures, que podrian ser un foco de infecciéon para humanos.

Entre los enteroparasitos unicelulares, Blastocystis spp. es uno de los mas
frecuentemente hallados en muestras fecales de personas sintomaticas y
asintomaticas (23,46). Sin embargo, todavia se debate su papel patogénico,
aunque se han descrito casos de enfermedad diarreica y otros trastornos
gastrointestinales y extraintestinales en personas en las que no se encuentra
otro agente patdgeno, incluidos el sindrome de colon irritable y la enfermedad
inflamatoria del colon (46-49). A pesar de la elevada prevalencia en los
animales del Zooldgico de Cali y en otros, estos usualmente no presentan
sintomatologia, por lo que se sugiere que no es agente patdégeno para los
animales (48). Se han descrito 17 subtipos de Blastocystis spp. en diferentes
huéspedes vertebrados, incluidos varios primates, y en el hombre (23,49-51)
se han aislado 10 subtipos (ST1-ST9 y ST12) (52). Blastocystis spp. fue el
parasito de mayor prevalencia en las dos familias de primates en este estudio
(84,2 %), similar a lo reportado en otras investigaciones (23,49,50,53).
También, se ha reportado en cébidos y calitricidos en zoolégicos y reservas
naturales de Peru, Chile y Colombia (26,30,54-57). En los estudios en
Colombia con técnicas moleculares, se hallé una baja prevalencia de
Blastocystis spp. en primates silvestres del Magdalena Medio (31), lo que
indicaria que el estar bajo cuidado humano los expone a este organismo, en
tanto que, en condiciones silvestres, tiene menor relevancia este parasito.

Se han llevado cabo algunos estudios de caracterizacion genética de
Blastocystis spp., principalmente a partir de aislamientos provenientes de
primates del Viejo Mundo (23,30,53,58,59). En algunos zoolégicos europeos,
se determind que los ejemplares de la familia Callitrichidae (Saguinus
labiatus y Callithrix jacchus) presentaban los subtipos 1y 3, dos de los
mas frecuentes en humanos, mientras que los del Viejo Mundo presentaron
los subtipos 1, 2, 3, 5y 8, entre otros, y con prevalencias mayores que las
observadas en los del Nuevo Mundo (58-61).
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Aunque humanos y primates comparten diferentes subtipos, hay variacion
en la frecuencia de los patrones de alelos entre ellos en los humanos,
predomina el alelo 4 del subtipo 1y, en los primates, se encuentran seis
alelos distintos, mas frecuentes que el 1y el 2. Al igual que en otras
investigaciones (22,58,61), en un par de muestras de cuidadores de los
zoologicos evaluados en uno de los estudios, se encontraron alelos que
coincidieron con los observados en primates (alelos 2 y 6), lo que demuestra
que puede haber transmisién zoondtica entre los animales y sus cuidadores.
Esta situacion es similar a la observada con el subtipo 3 y sus alelos, los
cuales difieren entre humanos y primates, aunque en los primates ninguno de
los alelos presenta una frecuencia dominante, lo que refleja que no hay una
especificidad por estos huéspedes (60).

En otros estudios se ha demostrado la posible transmision zoonética de
los subtipos 1, 2 y 8; este ultimo es bastante raro en humanos, excepto en
cuidadores de zoolégicos (22,60,62). Aunque se comparten los subtipos,
hay diferencias en los alelos entre los aislamientos de Blastocystis spp. de
primates bajo cuidado humano y los de humanos. Sin embargo, no se ha
determinado cuales son los alelos circulantes en poblaciones silvestres y si
también se presentan en humanos.

La tricomoniasis intestinal es frecuente en los vertebrados terrestres del
Zooldgico de Cali (anfibios, reptiles, aves y mamiferos) y se diagnostica
rutinariamente en los controles periédicos de todos los animales de la
coleccion en los que participan dos de los autores de este trabajo; sin embargo,
parece ser de poca relevancia en los primates, aunque se han detectado
individuos parasitados en vida silvestre y bajo cuidado humano. En Costa Rica
se informd su presencia hasta en el 11 % de un grupo de cébidos silvestres (C.
capucinus) (29) y, en el presente estudio, la frecuencia fue mayor, de 31 %.

Aunque en el momento del estudio ninguno de los animales infectados
presento alteraciones gastrointestinales, en el 2015 hubo en el Zoolégico de
Cali un caso fatal de tricomoniasis intestinal en un Iémur (Varecia variegata)
con diarrea crénica y linfangiectasia. Este individuo presenté una infeccion
persistente con elevada carga parasitaria y fue tratado por uno de los
autores sin lograrse la curacién completa por resistencia al tratamiento con
metronidazol. Por otra parte, en un primate del Nuevo Mundo de la familia
Pithecidae (Callicebus moloch), se reporté un caso de tricomoniasis invasiva
que se manifesté con depresion, diarrea y deshidratacion. La histolopatologia
reveld la presencia de abundantes trofozoitos en diversas areas del colon
y en los ganglios linfaticos mesentéricos; el parasito se identific6 mediante
microscopia electronica, sin evidencia de otro agente patégeno (63).

Actualmente, se aceptan nueve especies de Trichomonas diferenciadas
principalmente por su morfologia, muchas de ellas descritas en
primates del Viejo y el Nuevo Mundo en un unico reporte (64); entre
ellas, esta Tritrichomonas mobilensis, descrita en Saimiri boliviensis
boliviensis, un primate del Nuevo Mundo (65). En uno de los estudios
en que se han utilizado técnicas moleculares para determinar cuantas
especies de Trichomonas intestinales infectan distintos huéspedes, se
estudiaron 10 especies de primates del Viejo Mundo y un calitricido (C.
jacchus); 25 aislamientos de dichos primates (Hylobates syndactylus,
Pantroglodytes, Lemur catta, Macaca silenus, M. nigra, Mandrillus sphinx
y Semnopithecus entellus) se agrupaban en varios grupos o linajes del
género Tetratrichomonas, y los autores propusieron separarlos, por lo
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menos, en ocho especies (64). En este mismo grupo, se alined un flagelado
aislado de un paciente humano con empiema pleural (66), en tanto que

un aislamiento de L. catta se asocié con T. gallinarum, especie que se ha
aislado de la cavidad oral, los bronquios y el esputo de seres humanos

(67). Un aislamiento de Otolemur garnettii se asocié con Hypotrichomonas
acosta, un flagelado encontrado en serpientes, y otro de L. catta se relaciono
estrechamente con Trichomitus batrachorum, un género de anfibios y reptiles
emparentado con Hypotrichomonas en Hypotrichomonadea (Parabasalia).

Por ultimo, la secuencia de tres aislamientos de Colobus angolensis, V.
variegata y C. jacchus fue muy similar a la reportada para Pentatrichomonas
hominis en ganado y humanos (64). Estos hallazgos revelan-que la diversidad
de parabasalidos en primates es mayor de la estimada y plantea la necesidad
de estandarizar las técnicas moleculares para la correcta identificacion de los
trichomonadidos intestinales presentes en primates bajo cuidado humano,
ya que pueden tener potencial zoonético, como se ha demostrado con
Tetratrichomonas y P hominis; esta ultima puede causar enfermedad bajo
ciertas condiciones en animales silvestres bajo cuidado humano, en humanos
y en animales domésticos (Nufiez J, Zerpa R, Lucas CM, Lugo-Roman LA,
Gregory MJ, Maves RC, et al. Pentatrichomonas hominis is associated with
diarrheal episodes in captive-bred owl monkeys (Aotus nancymaae). 61st Annual
Meeting. November 11-15, 2012. Atlanta, GA, USA: American Society of Tropical
Medicine and Hygiene; 2012) (68-73). Es necesario caracterizar genéticamente
las cepas de Trichomonas spp. circulantes en el Zooldgico de Cali para conocer
las especies, y poder establecer si hay riesgo zoondtico y las medidas que
minimicen la transmisién a otros animales de la coleccion y a los cuidadores.

La prevalencia de Entamoeba spp. (25 %) indica que es un parasito
importante en los primates de las familias Cebidae y Callitrichidae del
Zooldgico de Cali. Otros estudios en zooldgicos reportan prevalencias de
28,9, 81,1y 100 % (18,74,75).

En primates del Nuevo y el Viejo Mundo, se han descrito varias especies
de este género, como Entamoeba histolytica, E. nuttali, E. chattoni (E. polecki
de subtipo 2), E. polecki, E. hartmanni, E. coli, E. moshkovskii y E. dispar,
de las cuales solo las dos primeras se han reportado como causantes de
sintomatologia intestinal y extraintestinal en algunos animales infectados
(16,19,41,74-77). Entre las especies de primates consideradas, solo se ha
reportado E. chattoni (E. polecki de subtipo 2) en uno del Nuevo Mundo
(Alouatta palliata, Atelidae) en Costa Rica (78), pero su descripcion se baso
en la comparacion morfoldgica y morfométrica, y no en técnicas moleculares
que lo confirmaran.

Con el empleo de zimodemos y PCR, se han detectado infecciones por E.
nuttalli y E. chattoni (E. polecki de subtipo 2), mayoritariamente asintomaticas,
en cuidadores de animales en zooldgicos europeos (15,41,79). De ahi la
importancia de la determinacién molecular de las especies de Entamoeba
observadas en los animales analizados en este estudio ya que, de tratarse
de E. nuttali o E. histolytica, pueden llegar a causar enfermedad clinica,
ocasionalmente fatal. Asimismo, es necesario establecer los factores de
riesgo asociados a las infecciones en estos animales, para reducir la
transmision tanto entre los primates como a otras especies del zoolégico (79)
0 a sus cuidadores (15).

En humanos, G. duodenalis es uno de los principales protozoos causantes
de diarrea, especialmente en nifios (80). Actualmente, se han identificado
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ocho grupos (A-H) de esta especie, morfoldgicamente indistinguibles, pero
genéticamente distintos, en diversos mamiferos (81), y algunos autores
proponen separarlos como especies (82). Se ha visto que los grupos Ay B

de G. duodenalis tienen multiples huéspedes y potencial zoonético (83). Este
protozoo se considera un agente patdégeno importante en primates, en los que
ocasiona diarrea y retraso en el crecimiento de animales jévenes (9,74,84,85).

En distintos paises, los primates del Nuevo y el Viejo Mundo en condicion
silvestre o bajo cuidado humano en zooldgicos, presentan estos parasitos,
con prevalencias hasta del 94 % (31,37,74,86-89). No obstante, son pocos
los estudios moleculares de aislamientos provenientes de primates,
destacandose los realizados en ltalia y Espafna en primates del Viejo Mundo,
en los que se identificaron genotipos de Giardia spp. pertenecientes al grupo
B, subgrupo BIV, también hallado en humanos (74,88-90), lo que sugiere que
pueden tener potencial zoonético.

Sin embargo, se ha demostrado que la transmisién de Giardia spp. puede
ser antroponética o zoonética bidireccional, de manera que los primates
pueden ser reservorios para el humano, pero los seres humanos también
inciden en la contaminacion ambiental con quistes de Giardia spp. (81,90).
Hasta el momento no se han caracterizado genéticamente los aislamientos
de Giardia spp. provenientes de primates en el Zooldgico de Cali, por lo que
se desconoce el verdadero riesgo zoondtico para los cuidadores y otros
animales de la coleccion.

Trichuris trichiura es un nematodo que causa enfermedad en humanos y
primates (91,92); se asume que solo esta especie infecta tanto a unos como
a otros (93) y se reporta con frecuencia en primates no humanos del Nuevo
y del Viejo Mundo en estado silvestre (29,30,93-95) o bajo cuidado humano
(9,27,87,96,97), con prevalencias hasta del 100 % en algunas especies del
Viejo Mundo, y entre 1,94 y 11,64 % en algunas del Nuevo Mundo bajo cuidado
humano, incluidos cébidos y calitricidos (8).

En S. fuscicollis (Callitrhricidae) silvestres de Colombia y Brasil, se han
encontrado prevalencias del 50 y el 14 %, respectivamente, en tanto que,
en Cebus versicolor (Cebidae) silvestres de Peru y Brasil, se ha informado
una de 64,3 % (29,30,96). En primates bajo cuidado humano en Colombia, T.
trichiura se ha reportado en S. leucopus (54), y en Chile, en C. albifrons (57).
En el Zoolégico de Cali se detecta ocasionalmente en diversos mamiferos en
coinfeccién con Capillaria sp., un helminto de aves.

En algunos estudios de caracterizacion de aislamientos de Trichuris sp.
en primates no humanos del Viejo Mundo mediante diferentes marcadores
moleculares, se detectd la presencia de T. trichiura (98,99). En un reporte de
Uganda en primates silvestres de areas de contacto frecuente con humanos,
se encontraron varios linajes de Trichuris sp. con elevada variabilidad
genética y evidencia de que, al menos, uno de ellos era compartido por
humanos y primates no humanos, lo que podria significar que tiene potencial
zoonotico (93,99).

En un estudio posterior, al analizar el genoma mitocondrial de aislamientos
provenientes de humanos, cerdos y primates del Viejo Mundo bajo cuidado
humano, se aprecié una gran variabilidad y que los genotipos de primates y
humanos formaban cinco y dos clados separados, respectivamente, distantes
de los de cerdo. Se ha propuesto, entonces, que hay un complejo de especies
cripticas que infectan a humanos y primates, y que algunas de ellas tienen
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gran especificidad de huéspedes, pero otras pueden infectar a unos y otros
(93,99). Aun se requieren estudios que permitan caracterizar genéticamente
los parasitos encontrados en los primates no humanos del Nuevo Mundo para
establecer si son especies distintas a T trichiura y si tienen potencial zoonético.

Otro parasito que se reporta con frecuencia en varios grupos de
vertebrados, entre ellos los primates y el humano, es el nematodo
Strongyloides spp. (10,100-104). Hay tres especies descritas que infectan a
los humanos; una es S. stercoralis, que se considera cosmopolita, y las otras
dos presentan una distribucidon geografica mas restringida. S. fuelleborni
fuelleborni causa zoonosis en primates y humanos de Africa y Asia, y S.
fuelleborni kellyi infecta humanos de Papua Nueva Guinea (104-106).

Strongyloides stercoralis puede cursar como una infeccion asintomatica
0 causar cuadros clinicos complicados de hiperinfeccién o diseminacién
que pueden llegar a ser mortales, especialmente en animales jévenes y en
humanos inmunosuprimidos o con infeccion por el virus linfotrépico de células
T humanas de tipo 1 (HTLV -1) (105-107). En el hemisferio occidental, solo
se han informado dos casos humanos fatales de infeccion por S. fuelleborni,
en Peru, en dos mujeres de 5 y 16 afos, ambas positivas para infeccion
con HTLV-1, que presentaron un cuadro diarreico, infeccidon diseminada y
sepsis bacteriana. El diagndstico se baso en la identificacion morfoldgica de
los huevos en cadena con membrana envolvente y hembras adultas de vida
libre con constriccion posvulvar caracteristica (106-108). Sin embargo, en
Suramérica no se han descrito huéspedes naturales para S. fuelleborni.

Coincidente con los resultados del presente estudio, en primates no
humanos del Viejo y del Nuevo Mundo bajo cuidado humano o silvestres,
incluidos cébidos y calitricidos de Colombia, Ecuador, Peru, Chile y Costa
Rica, se han presentado infecciones por Strongyloides spp. Con frecuencias
que fluctuan entre 1,94 y 66 % (8,17,23,25,26,29,30,37,42,78,109-111). En
cuanto a la infeccion en los del Nuevo Mundo, en algunos trabajos se ha
reportado la presencia de S. cebus o Strongyloides sp. (42), pero sin que
se hubieran empleado técnicas moleculares para establecer la especie
involucrada en las infecciones detectadas. En Costa Rica se ha reportado
en C. capucinus, C. albifrons y C. apella, silvestres y bajo cuidado humano,
con prevalencias del 10 al 36 % (29,37,38). En zooldgicos de Chile y Peru,
se ha informado en cébidos y calitricidos (Saguinus mystax, S. fuscicollis, S.
sciureus, C. apella y C. albifrons) (30,39,42,57) y, en Colombia, en grupos
de C. versicolor y S. leucopus de vida silvestre, con prevalencias entre 18,8 y
62,5 % (1,31). Callithrix penicillata se ha empleado como un modelo biol6gico
para evaluar la infeccion por S. stercoralis en individuos con inmunosupresion,
lo que ha permitido observar que en estos primates la estrongiloidiasis se
presenta con cuadros clinicos que van desde los no complicados hasta la
condicién grave, similar a lo que sucede en humanos (112), lo que demuestra
que esta especie de primates es sensible a la infeccion por este nematodo.

Debe tenerse en cuenta que la infeccidn natural por S. stercoralis en
primates silvestres del Viejo Mundo puede estar ligada al hecho de compartir
su habitat con humanos u otros animales que pueden portar el parasito, y
ademas, que la infeccién puede llegar a causar una enfermedad fatal (113).
Algunos estudios en estos primates, en los cuales se han empleado la
caracterizacion y diferenciacién molecular de S. stercoralis y S. f. fuellborni,
han revelado la variabilidad genética de este parasito y su caracter zoonético
(102,104,114). Una de las secuencias analizadas de S. f. kellyi es idéntica a
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una sequencia de S. cebus. La informacién obtenida con este gen y la de

las secuencias SSU, permite separar dos clados, uno conformado por S.
ratti, S. suis, S. venezuelensis, S. vituliy S. papillosus, y el otro basado en

las secuencias de S.f. fuelleborni, que agrupa esta especie con secuencias
idénticas de aislamientos de S. stercoralis a partir de humanos y perros, y de
Strongyloides sp. de serpientes (102,112,115).

Con base en estos hallazgos, se propone que S. f. kellyi puede ser una
especie (Strongyloides kellyi) independiente de S. fuelleborni (104,112). A
pesar de que se ha demostrado que los humanos pueden estar infectados
con diversos genotipos de S. stercoralis, y de que hay transmision zoondtica
de esta y otras especies, es necesario continuar estudiando a los primates
no humanos del Nuevo Mundo para aclarar si las especies de Strongyloides
presentes en ellos también se comportan de manera similar a las
encontradas en los del Viejo Mundo.

Comparada con la reportada en algunos estudios, la prevalencia de
Strongyloides spp. en el Zooldgico de Cali fue baja, lo que puede estar
asociado con los esquemas de tratamiento programados para los animales y
su efectividad. Asimismo, podria estar relacionada con el subdiagnéstico de
aquellos animales con cargas parasitarias bajas que no son detectados con
métodos de poca sensibilidad como el examen coproldgico directo, lo que
hace necesario la implementacion de técnicas que mejoren el diagndstico,
como el cultivo en agar o el embudo de Baermann o, idealmente, pruebas
moleculares o dispositivos como el Flotac que no se emplearon en este
estudio (104,105,111,113,114).

En cuanto a la coccidia intestinal Cyclospora cayetanensis, se asocia
con cuadros diarreicos en humanos, especialmente en paises tropicales,
donde afecta principalmente a nifios y pacientes inmunosuprimidos, en tanto
que. en los paises desarrollados. se ha descrito principalmente en brotes
por alimentos y como agente de diarrea del viajero (116). En primates no
humanos, Cyclospora spp. se informa principalmente en los del Viejo Mundo,
tanto silvestres como bajo cuidado humano en zooldgicos, con prevalencias
entre el 2,5y el 68 % (27,117-120).

Cyclospora cayetanensis (121) fue la primera especie descrita en
primates humanos; posteriormente. se describieron tres nuevas especies (C.
cercopithecide, C. colobiy C. papionis) en Cercopithecus aethiops, Colobus
guereza y Papio anubis en estado silvestre, respectivamente (122). El
integrante mas reciente de este grupo de parasitos intestinales de primates es
C. macacae, aislada de Macaca mulatta (119). En Colombia y en México, se
han reportado unos pocos casos de Cyclospora spp. en especies de primates
silvestres del Nuevo Mundo de la familia Atelidae (Alouatta seniculus, A.
pigra y Ateles geoffroyi) (120,123). En ambos estudios la identificacién
se hizo mediante coloracion acido-alcohol resistente, pero no se hizo la
caracterizacion molecular de los aislamientos. Hasta el momento, no se han
reportado casos de transmision de la infeccién por especies de Cyclospora
de primates a humanos y, dado que este organismo estd emparentado con
Eimeria, es posible que tenga una gran especificidad de huéspedes, razén
por la cual la infeccidn cruzada seria muy rara (40,122).

Con base en la informacion disponible sobre el potencial zoonético
de los distintos parasitos observados en estos primates del Zooldgico de
Cali, se recomienda implementar técnicas de laboratorio que permitan
identificar estas especies cripticas para contribuir al conocimiento de la
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fauna parasitaria de los primates neotropicales y dar cuenta de la posible
transmision zoondtica en el parque. Queda por esclarecer si las diferencias
entre familias y las infecciones por Blastocystis spp., mas prevalente en
calitricidos, y por Giardia spp. y Strongyloides spp., mas frecuentes en
cébidos, son hallazgos incidentales, o si hay alguna caracteristica genética,
inmunolégica o de exposicion que las explique; ademas, si varian segun los
periodos lluviosos o secos, 0 se mantienen a lo largo del afio.

Se identificaron siete géneros parasitarios en primates Cebidae
y Callitrichidae del Zooldgico de Cali, con una mayor prevalencia de
Blastocystis spp., Giardia spp.y Trichomonas spp., teniendo los dos primeros
un potencial zoondtico considerable. El presente estudio revelé que los
protocolos de evaluacién periddica y el tratamiento oportuno seguidos en el
zooldgico parecen ser efectivos para reducir las infecciones por helmintos, ya
que estas se presentaron en menor proporcién. Dado que el monoparasitismo
fue mas frecuente, la presencia de las infecciones por parasitos unicelulares
debe conducir a la evaluacion de posibles fuentes de infeccion (alimentos,
agua, calzado de los cuidadores y animales recién llegados al zoolégico),
para disefar estrategias que minimicen su efecto.

Estos resultados demuestran que es necesario implementar técnicas
de diagndstico molecular para conocer de manera precisa las especies
y los genotipos presentes en los animales de la coleccion, y dilucidar las
fuentes de transmisién y los riesgos de zoonosis. Ademas, son de utilidad
para los protocolos de vigilancia y tratamiento, encaminados a controlar la
transmision y el riesgo de contaminacion entre los animales y sus cuidadores.
Después de este estudio, se introdujeron cambios en el manejo de algunos
recintos, como el reemplazo total y periddico del pasto y la tierra, asi como
la desinfeccion con vapor de las instalaciones y el aseo del calzado de los
cuidadores. Aun esta pendiente evaluar la efectividad de estas estrategias en
la reduccién de la contaminacion y la infeccion por enteroparasitos.

Se demostré que el andlisis seriado de muestras para el diagndstico
de parasitos intestinales en animales bajo cuidado humano, es util para
minimizar el subdiagndstico que se puede presentar con la toma de una unica
muestra. Por ultimo, teniendo en cuenta que estas especies de primates
estan en riesgo, el conocimiento de los parasitos que los afectan permite
elaborar esquemas de tratamiento y control que garanticen animales aptos
para reproducirse y programas para introducirlos en ecosistemas silvestres.
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Articulo original

Deteccion de Toxoplasma gondii en agua para el
consumo humano proveniente de jaglieyes del area

rural del municipio de Sincelejo

Diana Marcela Campo-Portacio'?, Luisa Fernanda Guerrero-Velasquez', Angie Patricia
Castillo-Garcia', Kelly Orozco-Méndez', Pedro José Blanco-Tuiran'

' Investigaciones Biomédicas, Universidad de Sucre, Sincelejo, Colombia
2 Programa de Maestria en Biologia, Universidad de Sucre, Sincelejo, Colombia

Introduccion. La toxoplasmosis es una zoonosis que se transmite por via oral al
consumir alimentos contaminados con cualquier forma infectiva de Toxoplasma gondiii.
Su transmisién por agua ha sido documentada en varios paises, incluido Colombia. Al no
disponer de agua potable, la poblacién rural de Sincelejo podria estar en riesgo de contraer
toxoplasmosis por esta via.

Objetivo. Evaluar la contaminacion por T. gondii del agua para consumo humano
proveniente de jagueyes de la zona rural de Sincelejo y establecer su relacion con
diferentes determinantes sociales de la salud en el area de estudio.

Materiales y métodos. Mediante PCR anidada, se evaluaron 96 muestras de agua
obtenidas en 48 fincas ubicadas en ocho corregimientos rurales de Sincelejo. En cada
finca se obtuvieron dos muestras: una de agua cruda de jaguey y otra destinada al
consumo directo. En cada finca se hizo una encuesta para recolectar informacion sobre
caracteristicas fisicas de la vivienda, presencia de gatos, y disponibilidad de agua y sus
usos. Las relaciones estadisticas se evaluaron con el test de Fisher.

Resultados. De las 96 muestras analizadas, 13 resultaron contaminadas con T gondii
(13,5 %): nueve de agua cruda y cuatro de agua para el consumo directo. No se encontrd
asociacion estadistica entre las muestras positivas y los determinantes sociales de la salud
evaluados (p>0,05).

Conclusion. La poblacion rural de Sincelejo podria estar en riesgo de contraer
toxoplasmosis por el uso y consumo del agua proveniente de sus jaglieyes. La
contaminacion de estos cuerpos de agua por T. gondii puede estar influenciada por otros
determinantes sociales de la salud no contemplados aqui.

Palabras clave: Toxoplasma; agua cruda; reaccién en cadena de la polimerasa;
determinantes sociales de la salud.

Detection of Toxoplasma gondii in water for human consumption from water wells
(jag tieyes) in the rural area of the municipality of Sincelejo

Introduction: Toxoplasmosis is an orally-transmitted zoonosis that may appear after
consuming food contaminated with any infective form of Toxoplasma gondii. Its transmission
by water has been reported in several countries including Colombia. The rural population
of Sincelejo could be at risk of contracting toxoplasmosis through this route given that they
lack potable water.

Obijective: To evaluate T gondii contamination in water for human consumption from water
wells (jag deyes) in the rural area of Sincelejo and establish its relationship with different
social determinants of health in the study area.

Materials and methods: Using nested PCR we evaluated 96 water samples obtained
from 48 farms located in eight rural townships in Sincelejo. We took two samples in each
farm: one of raw water from water wells and the other intended for direct consumption.

We conducted a survey on each farm to collect information on the physical characteristics
of dwellings, the presence of cats, and the availability and uses of water. Statistical
relationships were evaluated through Fisher tests.

Results: Of the 96 samples analyzed, 13 were contaminated with T. gondii (13.5%):

Nine corresponded to raw water and four to water for direct consumption. No statistical
association was found between the positive samples and the social determinants of health
under evaluation (p>0.05).

Conclusion: The rural population of Sincelejo could be at risk of contracting toxoplasmosis
through the use and/or consumption of water from its water wells. The contamination of
these water bodies by T. gondii may be influenced by unstudied social determinants.

Key words: Toxoplasma; raw water; polymerase chain reaction; social determinants of health.
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Toxoplasma gondii en agua de consumo humano en Sincelejo

La toxoplasmosis es una zoonosis que afecta a la poblacion mundial. La
evidencia sugiere que un tercio de la poblacion esta infectada, razén por la cual
se considera un problema de salud publica con gran impacto socioeconémico
en términos de morbilidad y costos por el cuidado de los enfermos (1).

La infeccién suele ser asintomatica en la mayoria de los pacientes
inmunocompetentes y, de llegar a desarrollar sintomas, estos son leves,
inespecificos y de resolucion espontanea. Los mas frecuentes incluyen
dolor muscular, astenia, cefalea e inflamacion de los ganglios linfaticos. La
toxoplasmosis cobra mayor importancia clinica cuando es congénita o hay
reactivacion de la infeccién en pacientes inmunocomprometidos (2).

Su agente causal es el protozoario parasito Toxoplasma gondii, el cual
infecta al hombre y a la mayoria de animales homeotermos. Los huéspedes
definitivos de T gondii son los felinos, pues son los unicos animales que
pueden eliminar ooquistes, forma infectiva del parasito, en las heces y
diseminar asi la infeccidon en el medio ambiente (3). Los humanos pueden
adquirir el parasito por la ingestion de carne mal cocida infectada con quistes
tisulares de T. gondii (con bradizoitos), por la ingestion de ooquistes (con
esporozoitos) presentes en frutas y verduras sin lavar y agua sin tratar, o por
transmision vertical (4).

En Colombia, la vigilancia epidemiolodgica de la enfermedad esta enfocada
principalmente a la prevencion de las manifestaciones clinicas importantes:
toxoplasmosis congeénita y reactivacion en inmunocomprometidos. Sin
embargo, ambas formas clinicas siguen siendo un problema de salud
importante para el pais. Cada afio aparecen entre 2 y 10 casos de infeccién
congénita por cada 1.000 nacidos vivos (5). Ademas, la toxoplasmosis
cerebral en pacientes infectados con HIV sigue siendo un problema
importante de salud (6-8).

Los estudios nacionales para determinar las principales vias por las
cuales la poblacion colombiana adquiere el parasito, son escasos. Se han
hecho algunos para detectar el ADN del parasito en carnes de consumo
humano en diferentes ciudades (9,10).

En cuanto a la vigilancia epidemioldgica nacional del resto de fuentes de
infeccién oral de toxoplasmosis, el panorama es bastante parecido. Mediante
el andlisis de determinantes sociales de la salud, se sabe que el consumo de
agua sin tratar es un factor de riesgo que predispone a las mujeres gestantes a
la primoinfeccion, comparado con el consumo de agua de botella o filtrada (11).
En otro estudio, se reporté un brote de toxoplasmosis aguda transmitida por
agua en 18 militares colombianos que prestaban su servicio en el municipio de
La Macarena, Meta. En ellos, se detecté como factor de riesgo epidemioldgico
el haber consumido agua en malas condiciones de salubridad y con presencia
de sedimentos, proveniente de un cuerpo de agua estancada ubicado en el
area selvatica en la que prestaban su servicio (12).

Se han hecho estudios nacionales con técnicas moleculares para evaluar
la presencia de T. gondii en el agua de consumo (13,14). En uno realizado
en el departamento del Quindio, se detectd T. gondii en 27 de 46 (58,6 %)
muestras de agua evaluadas, de las cuales 10 correspondian a agua cruda
superficial, 2 a agua de la planta de tratamiento, 12 se habian recolectado en
la red de distribucidon y 3 en los hogares (15). En otro estudio en Bogota, se
detectd T gondii en 5 de 7 muestras de agua de grifo evaluadas provenientes
de los hogares de tres mujeres gestantes positivas para IgM y cuatro
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gestantes negativas para IgM anti-toxoplasma (Pinzén ML, Herrera C, Gomez
JE, Lora F, Arévalo A, Vanegas MC. Deteccion de ADN de Toxoplasma gondii
en agua potable de Bogota. Biomédica. 2011;31(Supl.3):241).

Por ultimo, en un estudio en el municipio de Armenia se detecté ADN de T.
gondii en cuatro muestras de agua provenientes de restaurantes escolares:
dos de 10 muestras de agua de grifo (20 %) y dos de 30 muestras de agua
hervida destinada a la elaboracién de jugo de fruta (6,6 %). En este mismo
estudio, se encontrd que una de 12 muestras de jugo de guayaba evaluadas
(8,3 %) resultd positiva por PCR para T. gondii. Coincidentemente, esta unica
muestra de jugo de fruta contaminada con ADN de T. gondii provenia de uno
de los dos restaurantes donde la muestra de agua para la preparacién de los
jugos resulté positiva (16).

El escaso numero de estudios encaminados a detectar el parasito
causante de la toxoplasmosis en agua pone de manifiesto la falta de
conocimiento y la subestimacién del riesgo para las personas que tienen el
habito de consumir agua sin hervir o, en su defecto, agua cruda proveniente
de cuerpos naturales o artificiales como los jaguieyes por falta de un sistema
de abastecimiento de agua potable.

Otro agravante de la posible trasmisién de toxoplasmosis por medio del
agua en Colombia, sobre todo en zonas rurales en las que no hay sistema
de abastecimiento de agua potable, es que las normas vigentes se centran
exclusivamente en la inspeccion y la vigilancia de la calidad del agua por
parte de los prestadores del servicio publico domiciliario de acueducto,
dejando por fuera a los hogares que se abastecen de fuentes alternas como
el agua lluvia, la de pozos subterraneos construidos de manera artesanal o
los superficiales como los jagueyes.

A nivel nacional, las principales normas sobre la calidad del agua son
el Decreto 1575 de 2007 y la Resolucion 2115 de 2007, por medio de los
cuales se establece el Sistema para la Proteccion y Control de la Calidad
del Agua para Consumo Humano. Estas mismas normas establecen que el
control de la calidad del agua de los acueductos se ejerza por medio de las
entidades nacionales, departamentales, municipales y distritales que forman
parte del sistema, entidades que tienen la responsabilidad de velar porque
los prestadores del servicio publico domiciliario de acueducto cumplan con la
reglamentacion expedida en el marco del mismo sistema.

En el departamento de Sucre, la entidad encargada de registrar en linea
los datos de las actividades de inspeccidn, vigilancia y control de la calidad
del agua para consumo humano, es el Departamento Administrativo de
Seguridad Social en Salud de Sucre que, de conformidad con la Resolucién
622 de 2020 emitida por el Ministerio de Salud y Proteccién Social y el
Ministerio de Vivienda, Ciudad y Territorio, adopta el protocolo de inspeccion,
vigilancia y control de la calidad del agua para consumo humano que
suministran las entidades prestadoras del servicio publico domiciliario de
acueducto en la zona rural.

La mayor parte de la poblacién rural de Sincelejo no posee acueducto, de
manera que las actividades de inspeccion, vigilancia y control de la calidad
del agua no se aplican en todo el territorio rural del municipio. Esta falencia
del sistema pone en riesgo de contraer enfermedades transmitidas por
consumo de agua no tratada a la poblacion rural del municipio.
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El consumo de agua sin tratar o tratada artesanalmente, tal como
la proveniente de jagleyes, podria considerarse un factor de riesgo
que predispone tanto a personas como animales a contraer distintas
enfermedades trasmitidas por medio del agua, entre ellas, la toxoplasmosis,
debido a la posibilidad de que la escorrentia arrastre ooquistes de T. gondii
contenidos en heces de felinos infectados.

En ese contexto, en el presente estudio se detectdé ADN de T. gondii
mediante la amplificacién del gen B7 en muestras de agua de consumo
humano y agua proveniente de jagiieyes del area rural de Sincelejo, con el
objetivo de establecer la relacién entre la contaminacion del agua por T. gondii
y diversos determinantes sociales de la salud en el area de estudio.

Materiales y métodos
Tipo de estudio

Se llevo a cabo un estudio de tipo descriptivo en el que se determind la
contaminacién por T. gondii en muestras de agua destinadas al consumo
humano en hogares con acceso directo a jagleyes y aledanos a ellos, en la
zona rural del municipio de Sincelejo.

Area de estudio

El estudio se hizo en la zona rural del municipio de Sincelejo, departamento
de Sucre, ubicado al noroeste del pais a 9° 18” latitud norte y 75° 23” longitud
oeste del meridiano de Greenwich. Sincelejo tiene una extension total de 248,1
km2, de los cuales el 92,8 % (230,24 km?) son territorio rural repartido en 21
corregimientos. La temperatura media anual del municipio esta cercana a los
32 °C, con una minima de 28 °C y una maxima de 38 °C.

Sincelejo posee 300 jaglieyes, la mayoria distribuidos en la zona rural del
municipio (17). En este estudio, se analizaron muestras de agua provenientes
de 48 de ellos (16 %) ubicados en ocho corregimientos de la zona rural de
Sincelejo, los cuales estan agrupados es cuatro zonas geoeconémicamente
similares segun el Plan de Ordenamiento Territorial. Los corregimientos
evaluados por zonas fueron: zona 1: La Arena y Laguna Flor; zona 2: Las
Majaguas y Cruz del Beque; zona 3: Buenavista y San Martin, y zona 4:
Castafieda y Las Palmas (figura 1).

Nota: cada par de corregimientos tiene asignado un color segun la zona de estudio.
Fuente: modificado de Google Earth
Figura 1. Zonas y corregimientos de muestreo
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La seleccion de estos corregimientos y de los jaglieyes examinados se
hizo mediante un muestreo no probabilistico por conveniencia. Los criterios
de seleccion fueron la cercania del jaguey a la via de acceso, lo cual se
verificd con un recorrido virtual superficial del area del municipio de Sincelejo
utilizando el programa Google Earth Pro 7.3.3.7786, y la accesibilidad al
cuerpo de agua permitida por los habitantes del predio.

Tamano de la muestra

Se recolectaron 96 muestras de agua para consumo humano y labores
domésticas. De estas 96 muestras de agua, 48 eran agua cruda de jagley
y 48 eran de agua tratada artesanalmente para el consumo directo. En
cada corregimiento se tomaron 12 muestras de agua, seis de agua cruda
proveniente de jagleyes y seis tratadas artesanalmente de los hogares
aledafios a los jagueyes, cada una con un volumen de 5 litros (18). Las
muestras se almacenaron en recipientes plasticos estériles y se transportaron
desde el sitio de muestreo hasta el Laboratorio de Investigaciones
Biomédicas de la Universidad de Sucre, para su andlisis.

Concentracion de las muestras. Las muestras de agua se sometieron
a un proceso previo de filtracidn con papel de filtro comercial (filtros de café)
para eliminar particulas de gran tamafo. Luego se pasaron a través de
membranas de celulosa con un tamafo de poro de 5 um en un equipo de
filtracion formado por una bomba de vacio, un papel filtro, un embudo y un
matraz recolector de Erlenmeyer. Las muestras de agua cruda de jagley se
filtraron en dos volumenes, cada uno de 2,5 litros, utilizando una membrana
de celulosa para cada volumen. Las membranas de celulosa empleadas en la
filtracion se dispusieron en tubos Falcon™ de 15 ml para la posterior elucion
de ooquistes y la extraccion de ADN.

Elucion de ooquistes

Esta se hizo con el método descrito por Isaac-Renton, et al., con algunas
modificaciones (19). Los filtros se lavaron con 10 ml de PBS complementado
con Tween 80 al 0,01 % y SDS al 0,01 % en tubos Falcon™ de 15 ml. Los
tubos se colocaron en un agitador durante 30 minutos y después los filtros
fueron retirados del tubo; la solucion obtenida fue centrifugada a 4.500g
durante 10 minutos. El granulo obtenido se resuspendio en 10 ml de agua
destilada y fue nuevamente centrifugado a 4.500g durante 10 minutos.

Los ooquistes de T. gondii se recuperaron mediante el método de flotacion
con solucién azucarada usado por Sroka (18), con algunas modificaciones. El
granulo obtenido a partir de la elucion fue resuspendido en 3 ml de solucion
de sacarosa compuesta por 53 g de sacarosa, 100 ml de agua destilada y
0,8 ml de fenol (gravedad especifica de 1,15). Los tubos se centrifugaron y
el sobrenadante fue recuperado y adicionado a un nuevo tubo Falcon™ en
el que, posteriormente, se adicionaron 9 ml de PBS complementado con
Tween 80 al 0,01 % y SDS al 0,01 %. Después de una ultima centrifugacion,
el granulo (ooquistes) fue resuspendido en 500 pl de solucién tampon TE y
almacenado en un tubo Eppendorf de 1,5 ml.

Extraccion de ADN genémico

La extraccion de ADN se llevd a cabo mediante el método de fenol-
cloroformo.
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Amplificacion del control interno positivo

Como control interno positivo, se amplific6 ADN de bacterias,
especificamente el gen ARNr 16s, con los cebadores 27F y 1492R, los
cuales amplifican un fragmento de 1.500 pb. La mezcla de reaccién estuvo
conformada por 5 pl de solucion tampon 5X incoloro, 1,5 pl de MgCl,, 0,5
pl de DNTPR, 0,125 pl de GoTag™, 2 pl de ADN, 15,275 pl de agua ultrapura
y 0,3 ul de cada iniciador para un volumen de reaccion de 25 pl. El perfil
térmico incluyé una etapa inicial de desnaturalizacién a 95 °C durante dos
minutos, de desnaturalizacién a 95 °C durante 30 segundos, un alineamiento
a 50 °C durante 30 segundos, una extension a 72 °C durante un minuto y una
extensién final a 72 °C durante cinco minutos. Se us6é como control positivo
ADN de rickettsias y, como control negativo, un volumen de agua ultrapura.

Ampilificacion del gen B1

Para la amplificacién de la region del gen B7 de T gondii, se usé la
PCR anidada con dos conjuntos de cebadores descrita previamente (20).
El proceso de amplificacion se hizo en dos etapas; una primera ronda de
amplificacion de un fragmento de 193 pb con los cebadores toxo N1 y toxo
C1, y una segunda mediante la amplificacion de un fragmento de 96 pb con
los cebadores toxo N2 y toxo C2. Los pares de cebadores empleados fueron
sintetizados con la plataforma de Integrated DNA Technologies IDT™ vy el
proceso de amplificacion se llevé a cabo en un termociclador Veriti 96-Well
Fas™ (Applied Biosystems).

La mezcla de reaccién de la primera ronda se compuso de 5 pl de solucién
tampon 5X incolora, 1,5 pl de MgCl,, 0,5 pl de DNTP, 0,125 pl de GoTag™, 3 pl
de ADN, 14,275 pl de agua ultrapura y 0,3 pl de cada iniciador, para un volumen
de reaccion de 25 pl. El perfil térmico de la primera ronda de amplificacion
incluyé una etapa inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante dos minutos,
una de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, un alineamiento a 54
°C durante 30 segundos, una extension a 72 °C durante 45 segundos y una
extension final a 72 °C durante cinco minutos. Como control positivo se usé ADN
de T gondii y, como control negativo, un volumen de agua ultrapura.

La mezcla de reaccién de la segunda ronda de amplificacién se compuso
de 5 pl de solucion tampon 5X incolora, 1,5 pl de MgCl,, 0,5 pl de DNTP, 0,125
pl de GoTag™, 3 pul de ADN (amplicon de primera ronda), 13,675 pl de agua
ultrapura y 0,6 pl de cada iniciador, para un volumen de reaccién de 25 pl. El
perfil térmico de la segunda ronda de amplificacion incluyd una etapa inicial
de desnaturalizacion a 95 °C durante dos minutos, una de desnaturalizacion
a 95 °C durante 30 segundos, un alineamiento a 54 °C durante 30 segundos,
una extension a 72 °C durante 30 segundos y otra final a 72 °C durante
cinco minutos. Como control positivo se uso el producto de amplificacion de
la primera ronda del control positivo y, como control negativo, el producto de
amplificacion de la primera ronda del control negativo.

Visualizacion de los productos de la PCR

Los productos de la PCR se separaron mediante una electroforesis en
gel de agarosa al 1,5 % en solucion tampon TBE 0,5X (tris-acido bérico-
EDTA) a 80 voltios durante 40 minutos. Los resultados se visualizaron en un
fotodocumentador después de tedirlos con Gelstar®. Se utilizé un marcador
de peso molecular de 100 pb, con el fin de determinar el tamafio de los
fragmentos amplificados.
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Andlisis de los determinantes sociales de la salud

Los determinantes sociales de la salud en los 48 lugares de muestreo
se evaluaron mediante una encuesta compuesta por 15 preguntas para
recolectar la informacion relacionada con cuatro de ellos: las caracteristicas
fisicas de la vivienda, la presencia de gatos, la disponibilidad del agua y sus
usos. Los resultados obtenidos en las encuestas se ingresaron en una base
de datos disefiada en Excel 2013 y sirvieron para evaluar su asociacién con
la contaminacién del agua por T gondii.

Analisis estadistico de los datos

Con base en los resultados obtenidos de las pruebas de laboratorio y las
respuestas a la encuesta, se evalud la asociacién entre la contaminacion del
agua por T gondii y los determinantes sociales de la salud analizados.

La asociacion entre variables dicotomicas se evalué mediante el test
de Fisher con una tabla de contingencia 2 x 2. La asociacion entre la
contaminacion del agua por T. gondii y los determinantes sociales de la salud
con mas de dos respuestas categdricas, se evalué con el test exacto de
Fisher y el paquete estadistico “fmsb library” Los dos andlisis estadisticos se
hicieron con el programa estadistico R™, version 3.3.2.

Resultados
Caracteristicas del agua recolectada y los sitios de muestreo

Las 96 muestras de agua recolectadas se caracterizaron por presentar
baja salinidad, poca conductividad eléctrica y pH neutro (no se muestran
los datos). Todas las muestras tenian poca turbidez, aunque las de agua
cruda de jagley eran ligeramente mas turbias, comparadas con las
tratadas artesanalmente. Por ello, fue necesario filtrarlas separadamente
en dos volumenes de 2,5 litros cada uno y emplear para cada volumen una
membrana de celulosa diferente.

Los 48 sitios de muestreo se clasificaron como fincas o pequenas parcelas
ubicadas en la zona rural de Sincelejo (figura 2). Todos pertenecian al estrato
social 1y las viviendas estaban construidas en concreto (n=28), bahareque
(n=10) y madera (n=1), asi como con materiales mixtos (n=9). Todas las
viviendas contaban con el servicio de electricidad y solo 10 tenian servicio de
acueducto, por lo que la mayoria se abastecia con agua proveniente de los
jagueyes.

Amplificacion del control interno positivo

Para evaluar la integridad del ADN extraido, se hizo una prueba de
amplificacion de control interno positivo usando como molde el ADN extraido
a partir de las 96 muestras de agua que fueron filtradas, con el fin de
amplificar material genético de bacterias, especificamente un fragmento del
gen ARNr 16S. Se consideraron positivas aquellas muestras a partir de las
cuales se habria amplificado un fragmento de 1.500 pb de dicho gen.

De las 96 muestras analizadas, 90 amplificaron el fragmento deseado para la
prueba de control interno de amplificacién. En las seis restantes, fue necesario
diluir 1/100 su ADN para lograr tal amplificacion. Todas las muestras amplificaron
para el control interno positivo (100 %) y se evaluaron molecularmente para
determinar si estaban o no contaminadas con ADN de T gondii.
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Figura 2. Ubicacion de los lugares de muestreo

Deteccion molecular de contaminacion por T. gondii

Amplificacion del gen B1. Para la prueba de PCR anidada se utilizé
como molde el ADN extraido de las 96 muestras de agua recolectadas en la
zona rural del municipio de Sincelejo, con el fin de amplificar un fragmento
del gen B1 de T gondii. Las muestras se consideraron positivas cuando, a
partir de su ADN total, se habria amplificado un fragmento de 96 pb en la
etapa anidada de la PCR. Fue posible detectar ADN de T. gondii en 13 de 96
(13.5%) muestras analizadas mediante PCR anidada, luego de visualizar en
gel de agarosa los productos de amplificacién.

Deteccion de Toxoplasma gondii por tipo de muestra

De las 13 muestras de agua que resultaron positivas para contaminacion
por T.gondii (13,5 %), nueve correspondian a muestras de agua cruda de
jagueyes (18,8 %) y cuatro a muestras de agua tratadas artesanalmente
(8,3 %). En los analisis estadisticos (test de Fisher), se encontrd que
la contaminacion con T. gondii no dependid del tipo de agua analizada
(p=0,2328) (cuadro 1).

Deteccion de Toxoplasma gondii por lugares de estudio

En cuanto a los lugares de recoleccién de las muestras, se encontro que
la zona con mayor numero de muestras contaminadas por T. gondii fue la
3, conformada por los corregimientos de Buenavista y San Martin, con seis
muestras positivas (25 %), seguida por la zona 2 (Las Majaguas y Cruz
del Beque), con cinco muestras positivas (20,8 %), en tanto que las zonas
1 (Laguna Flor y La arena) y 4 (Castafieda y Las Palmas) registraron una
muestra positiva (4,2 %) cada una. El analisis estadistico no mostré asociacion
entre la contaminacion por T gondii y las zonas de muestreo (p=0,0606).

Con respecto a los corregimientos, no se encontré una diferencia
estadistica en el nimero de muestras positivas para T. gondii por
corregimiento (p=0,2944). Los corregimientos con mayor numero de muestras

89



Campo-Portacio DM, Guerrero-Veldsquez LF, Castillo-Garcia AP, et al. Biomédica 2021;41(Supl.1):82-99

90

positivas fueron Buenavista, Las Majaguas y San Martin, cada uno con tres,
seguidos por Cruz del Beque con dos, y por La Arena y Las Palmas, cada
uno con una muestra positiva (cuadro 1y figura 3).

Asociacion de la positividad con los determinantes sociales de la salud

Dichos factores en los 48 lugares de muestreo se evaluaron mediante
una encuesta que recopild la informacion relacionada con las caracteristicas
fisicas de la vivienda, la presencia de gatos, la disponibilidad del agua
y sus usos. Dicha informacién sirvio para evaluar la asociacion entre la
contaminacién del agua por T. gondii y los mencionados determinantes
sociales de la salud, mediante un test de Fisher realizado en el programa
estadistico R™, versién 3.3.2.

Cuadro 1. Deteccion de Toxoplasma gondii por tipo de muestra y lugares de recoleccion

Muestras Muestras

Variable evaluadas positivas % 1Cosr. « (P)
Tipo de muestra

Superficial 48 9 18,75 9,4-33,10

Tratada artesanalmente 48 4 8,33 2,70-20,87 11,4235 (0,2328)
Zona de recoleccién

1 24 1 4,17 0,22 -23,12

2 24 5 20,83 794 -42,71

3 24 6 25,00 10,60 - 47,05

4 24 1 4,17 0,22-23,12 73846 (0,0606)
Corregimiento

Laguna Flor 12 0 0,00 0-30,13

La Arena 12 1 8,33 0,44 - 40,25

Cruz del Beque 12 2 16,67 2,94 - 49,12

Las Majaguas 12 3 25,00 6,69 -5716

Buenavista 12 3 25,00 6,69 -5716

San Martin 12 3 25,00 6,69 -5716

Castaneda 12 0 0,00 0-30,13

Las Palmas 12 1 8,33 0,44-40,25 8,4523 (0,2944)
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Figura 3. Distribucion espacial de muestras de agua contaminadas con Toxoplasma gondii
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Cuadro 2. Muestras contaminadas con Toxoplasma gondii segun las caracteristicas fisicas
de la vivienda

Fincas Muestras
Variable encuestadas Ltwas IC,., x* (P)
(n) (%)
Material de la vivienda
Bahareque 10 4 40 13,69 - 72,63
Concreto 28 7 25 11,43 - 45,22
Madera 1 0 0 0,00 -94,54
Mixto 9 2 22 3,95-59,81 1,3855(0,7089)
Material del piso de la vivienda
Arena 12 6 50 25,38 - 74,62
Cemento 25 5 20 761-41,30
Ceramica 5 2 40 726 -82,96
Mixto 6 0 0 0,00 -48,32 6,4774 (0,09056)

En cuanto a las caracteristicas fisicas de las viviendas, se encontr6 que la
mayoria era de concreto (58,3 %), seguida de las de bahareque (20,8 %), y las
de construccion mixta (18,8 %), es decir, con al menos dos de los materiales
de construccion mencionados. El piso del 52,1 % de las viviendas era de
plantilla de cemento, el 25 % tenia piso de arena, el 10,4 %, piso de ceramica y,
el 12,5 %, piso de materiales mixtos (cuadro 2).

Al analizar el niumero de muestras positivas segun estas dos variables, se
encontré que las casas de concreto y aquellas con piso de arena registraron
el mayor numero de muestras positivas para contaminacién con T. gondii,
cada una con siete y seis muestras positivas, respectivamente. Sin embargo,
el andlisis estadistico indic6 que la contaminacion por T gondii en el agua
de consumo humano proveniente de jagieyes no dependié del material de
construccién de la vivienda ni del tipo de piso que tuvieran (p>0,05).

En cuanto a la presencia de gatos, se encontré que en 27 de las 48 fincas
o parcelas visitadas habia gatos como mascotas (56,25 %), pero en ellas solo
se encontraron seis muestras positivas correspondientes a cuatro de agua
superficial y a dos de agua tratada artesanalmente. La mayoria de las fincas
en las que habia gatos como mascota tenia maximo dos gatos (16 fincas uno,
y ocho, dos) y solo en tres fincas se encontraron entre cuatro y nueve gatos.
En las fincas donde solo habia un gato se encontré el 50 % (ires de seis) de
las muestras positivas para contaminacion con T. gondii. Otro dato importante
es que la finca con nueve gatos fue la unica con las dos muestras positivas
para contaminacion por T. gondii.

En cuanto a la edad de los gatos, en la mayoria (12 de 27) de las fincas
estos eran adolescentes, con edades entre los siete meses y los dos afos de
edad, y en ellas se reportaron la mayoria de las muestras de agua positivas
para contaminacion por T gondii (5 de 6). De las 48 fincas encuestadas, solo en
12 habia contacto de la familia con los gatos, en 26 se recogian las heces de
las mascotas y en 16 merodeaban los gatos callejeros. El numero de muestras
positivas para cada una de estas variables de estudio difirid; sin embargo, al
evaluar la dependencia de la contaminacion del agua por T gondii con cada
una de las variables relacionadas con la presencia de gatos, no se encontrd
una asociacion estadistica (p>0,05). Dicho de otra manera, la contaminacion
por T.gondii en agua de jaglieyes y agua tratada artesanalmente en la zona de
estudio no dependié de la presencia de gatos en las viviendas ni de los habitos
de higiene practicados en estos animales (cuadro 3).
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Cuadro 3. Muestras contaminadas con Toxoplasma gondii segun la presencia de gatos

Fincas Muestras
Variable encuestadas —Poo VA ICq, 1 (P)
(n) (%)

Presencia de gatos

Si 27 6 2222 9,38-42,73

No 21 7 33,33 15,48-56,89 0,28299 (0,5947)
Numero de gatos

1 16 3 18,75 4,97 -46,31

2 8 1 12,50 0,66 - 53,32

4 1 0 0 0,00 - 94,54

8 1 2 100 5,46 - 100

9 1 0 0 0-94,54 5,0472 (0,2825)
Edad de los gatos

Bebés 9 1 11,11 0,58 - 49,33

Adolescentes 12 5 41,67 16,50 - 71,40

Jbévenes maduros 5 0 0 0,00 - 53,71

Adultos 1 0 0 0,00-94,54  4,9821 (0,1731)
Contacto con gatos

Si 12 3 25 6,69 - 57,16

No 36 10 2778 14,79 -45,43 4,5771e-31 (1)
Presencia de gatos callejeros

Si 16 4 25 8,33 - 52,59

No 32 9 28,13 14,40 - 46,98 4,2147e-31 (1)
Recoge las heces

Si 26 8 30,77 15,09 -51,90

No 22 5 22,73 0,089265 (0,7651)

Con respecto a las variables relacionadas con el agua, se encontré que
el 33,3 % de las fincas visitadas utilizaban el jaguey y otra fuente externa
para abastecerse de agua (16 de 48 tenian suministro mixto). Se encontré,
también, que solo 10 (20,8 %) viviendas estaban conectadas al suministro de
agua potable de acueducto, en tanto que otras diez (20,8 %) se abastecian
con agua transportada en carrotanques. En cuanto a la periodicidad del
suministro de agua, la mayoria de las viviendas contaba con agua la mayor
parte de los dias del afo, no porque estuvieran conectadas al acueducto,
sino porque utilizaban diferentes fuentes para autoabastecerse. En el caso
de las viviendas con servicio de acueducto, la mayoria tenia suministro de
agua cada ocho dias (cinco viviendas), otras todos los dias (tres viviendas)
y otras cada dos dias (dos viviendas). En cuanto al lugar de almacenamiento
del agua, el 58,3 % (28 de 48) de las viviendas encuestadas la almacenaba
en tanques plasticos o de cemento, el 16,6 % tenia almacenamiento mixto, el
14,6 % en alberca de cemento, 8,3 % en alberca subterranea y 2 % en tinas.
Los tests de Fisher para comparar la contaminacién del agua con T. gondii
con las variables relacionadas con el agua, no evidenciaron dependencia
entre dichas variables (p>0,05) (cuadro 4).

En cuanto a los usos del agua, se encontrd que la mayoria de las
viviendas (31 de 48: 64,6 %) consumia agua cruda, lo que evidencia el riesgo
al que podria estar expuesta la poblacién. El resto de viviendas consumia
agua tratada artesanalmente (hervida, filtrada, en bolsa). Sin embargo,
el andlisis estadistico no evidencié dependencia entre la contaminacion
del agua por T gondii y el tipo de agua consumido en la zona de estudio
(p=0,2722), lo que indica que el consumo de agua tratada no seria un habito
que evite contraer la toxoplasmosis.
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Cuadro 4. Muestras contaminadas con Toxoplasma gondii segun el tipo de agua

Fincas Muestras
Variable encuestadas oSS ICy, 2 (p)
(n) (%)

Suministro de agua

Acueducto 10 1 10 0,52 - 5,88

Carrotanque 10 3 30 8,09 - 64,63

Jagueyes 4 2 50 15,00 - 85

Lluvia 5 3 60 17,04 - 92,7

Mixto 16 3 18,75 4,97 -46,31

Pimpinas 2 1 50 9,45 - 90,55

Pozo subterraneo 1 0 0 0-94,54 6,7938 (0,3403)
Periodicidad del suministro de agua

Todos los dias 16 5 31,25 12,13-58,5

De 2 a 8 dias 13 4 30,77 10,36 - 61,1

Cada 15 dias 3 0 0 0-69

Cada 2 meses 3 0 0 0-69

Cada 6 meses 1 0 0 0-94,54

Anual 1 1 100 5,46 - 100

Nunca 11 3 2727 733-60,68 5,5226 (0,4787)
Lugar de almacenamiento del agua

Alberca de cemento 7 3 42,86 11,81-79,7

Alberca subterranea 4 0 0 0 -60,42

Tanques 28 7 25 11,43 - 45,2

Tinas 1 0 o0 0-94,54

Mixto 8 3 375 10,24 - 74,1 3,2402 (0,5185)

El tipo de agua mas utilizada para el lavado de los alimentos, asi como para
su preparacion, era la suministrada por el acueducto (16 de 48 viviendas en
cada item, es decir, 33,33 % por item). Es importante aclarar que, aunque no
todas las fincas incluidas en el estudio contaban con este tipo de suministro,
se encontraron viviendas con suministro mixto que utilizaban el agua del
jagley para los oficios diarios y, el agua transportada en pimpinas desde
Sincelejo (que si cuenta con acueducto de agua potable), para los alimentos.
El uso de agua potable para el lavado y la preparacién de alimentos no podria
considerarse un habito protector contra la toxoplasmosis en la zona de estudio,
ya que segun el test de Fisher, la contaminacion con T gondii no dependié del
tipo de agua utilizado para lavar y preparar los alimentos (p>0,05).

En cuanto al agua para el riego de cultivos, el 31 (64,6 %) de las fincas
aprovechaban exclusivamente las temporadas de lluvia para regar sus
cultivos, en tanto que las 14 fincas restantes usaban de manera alternada el
agua lluvia y el agua proveniente de los jagueyes.

En el test Fisher para establecer la asociacion entre la contaminacion
por T. gondii y el tipo de agua para el riego de cultivos, no se encontrd
dependencia alguna (p=1), de manera que ninguno de los sistemas de riego
podria haber incidido en la contaminacidn del agua por T. gondii en la zona de
estudio (cuadro 5).

Discusion

Toxoplasma gondii es el protozoo parasito intracelular obligado causante
de una de las principales enfermedades zoonéticas a nivel mundial. Tiene
un ciclo de vida que involucra tres formas infectivas: los taquizoitos, los
quistes tisulares que contienen bradizoitos, y los ooquistes que contienen
esporozoitos. Los ooquistes son extremadamente resistentes, ya que pueden
sobrevivir durante meses en el medio ambiente e infectar a los humanos por
medio del consumo de agua contaminada o no tratada; por ello, el agua se
considera un posible vehiculo de diseminacion de la toxoplasmosis.
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Cuadro 5. Muestras contaminadas con Toxoplasma gondii segun los usos del agua

Fincas Muestras
M encuestadas Lﬂvas IC,, xZ (P)
(n) (%)

Tipo de agua para consumo

Cruda 31 9 29,03 14,8-48,2

En bolsa 8 1 125 0,66 - 53,3

Filtrada 1 1 100 5,46 - 100

Hervida 5 2 40 7,26 - 82,9

Mixta 3 0 0 0-69 5,1502 (0,2722)
Agua para el lavado de alimentos

Acueducto 16 5 28,57 9,58-58

Alberca de cemento 1 0 0 0-94,54

Carrotanque 7 1 1429 0,75-579

En bolsa 1 0 0 0-94,54

Jaglieyes 4 2 50 15,00 - 85

Lluvia 7 3 4286 11,8-79,7

Pozo subterraneo 1 0 0 0-94,54

Mixta 1 2 18,18 3,21-52.2 4,2225 (0,7538)
Agua para la preparacion de los alimentos

Acueducto 16 5 28,57 9,58-58

Alberca de cemento 1 0 0 0-94,54

Carrotanque 7 1 14,29 0,75-579

En bolsa 1 0 0 0-94,54

Jaguieyes 3 2 66,67 12,5-98.2

Lluvia 10 4 40 13,7-72,6

Pozo subterraneo 1 0 0 0-94,54

Mixta 9 1 1,11 0,58-49,3 6,2232 (0,5139)
Agua para el riego de los cultivos

Lluvia 34 9 26,47 135-447

Mixta 14 4 33,33 6 - 75,89 2, 3712e-31 (1)

A nivel mundial, se han reportado varios brotes de toxoplasmosis
transmitida por el consumo de agua no filtrada y contaminada con ooquistes.
El primer brote de toxoplasmosis aguda asociada al consumo de agua
ocurrié en 1979, cuando 35 soldados de un batallén estadounidense
entrenados en una jungla de Panama consumieron agua de dos fuentes
naturales localizadas en el lugar de entrenamiento (21). El segundo brote
de toxoplasmosis aguda asociada al agua de consumo, ocurrié en 1995 en
un area de Gran Victoria, Columbia Britanica, poblacién que se abastecia
de una planta de desinfeccién que suministraba agua clorada, no filtrada,
proveniente del reservorio Humpback (22). Una investigacién posterior
logré demostrar que el agua de aquel reservorio estaba contaminada con
ooquistes de T gondii presentes en las heces de los pumas que habitaban en
el area. También, se encontrd evidencia seroldgica de toxoplasmosis en gatos
domésticos de Gran Victoria, con lo cual se concluyé que se habia ocurrido
un ciclo de toxoplasmosis endémica en el area (23).

Asimismo, en Santa Isabel do lvai, en el estado de Parana, Brasil,
se documentd un brote de toxoplasmosis asociado al consumo de agua
contaminada. El brote ocurrié entre noviembre de 2001 y enero de 2002; se
reportaron 294 casos de toxoplasmosis aguda y se logré determinar que las
personas habian consumido agua o helados preparados con agua de un
reservorio presumiblemente contaminado con ooquistes de T gondii, pues
se encontrd una gata que habia vivido en la parte posterior del reservorio y
en ese mismo lugar habia tenido su cria hasta el momento del destete. Sin
embargo, no se logré determinar serolégicamente la toxoplasmosis en los
felinos debido a que no pudieron ser capturados (24).
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Entre el 2004 y el 2005, se reportd en India un brote de toxoplasmosis
ocular adquirida en 248 pacientes. De ellos, 209 vivian en la ciudad de
Coimbatore, razén por la cual se dedujo que todos habian utilizado el agua de
la ciudad, cuyo aprovisionamiento provenia de pequefos rios y corrientes que
descendian de las colinas en el norte y el este de la ciudad. Se presumio6 que
el agua usada por los pacientes era la fuente mas probable de la infeccion con
toxoplasmosis, aunque no se pudo determinar con precision debido a que no
se presentaron casos clinicos similares en el segundo semestre de 2005 (25).

En el 2009, en Colombia, se reportd un brote de toxoplasmosis aguda
asociada al consumo de agua en 18 soldados que prestaban su servicio
militar en el municipio de La Macarena, departamento del Meta. Se establecid,
como posible factor de riesgo epidemioldgico, el consumo de agua en malas
condiciones y presencia de sedimentos provenientes de un cuerpo de agua
Iéntico ubicado en el area selvética en la cual prestaban su servicio (12).

En el presente estudio, se detecté ADN de T gondii mediante una
PCR anidada en el 13,5 % de las muestras de agua de consumo humano
provenientes de la zona rural del municipio de Sincelejo, asi: agua cruda
proveniente de jaglUeyes (18,8 %) y agua tratada artesanalmente para el
consumo directo (8,3 %). Aunque el porcentaje de muestras positivas por
PCR fue bajo, y esta prueba no demuestra capacidad infectiva, los resultados
positivos podrian ser un indicador del nivel de exposicion del agua para
consumo humano a protozoos patégenos como T. gondii. Asimismo, los
resultados negativos para T gondii no deben entenderse como indicadores de
una baja exposicion al riesgo de contraer toxoplasmosis por medio del agua,
ya que es posible que estén mas relacionados con la presencia de inhibidores
de la PCR en muestras ambientales en las que se dificulta la extraccion de
ADN pues, como lo han sefalado otros autores, la pared de los ooquistes de
los protozoos es un blanco dificil para los métodos de extraccion de acidos
nucleicos (15).

En la zona del estudio no habia acceso directo a agua potable por no
tener acueducto. Solo un corregimiento de los ocho visitados contaba con
este servicio, por lo que la mayoria de los hogares se abastecian en fuentes
alternas, como los jaglieyes, la lluvia, los pozos subterraneos e, incluso, agua
no potable transportada en carrotanques. Estos determinantes sociales de
la salud, sumados a la contaminacion con T gondii del agua, demuestran el
potencial riesgo de contraer toxoplasmosis al que esta sometida la poblacion
rural de Sincelejo.

En cuanto al tipo de agua analizada, las muestras de agua cruda de
jaguey presentaron una turbidez ligeramente mayor a la de las muestras de
agua tratada artesanalmente. Ambos tipos de muestras se sometieron al
mismo proceso de concentracion, pero las muestras de agua cruda de jagiiey
tuvieron que filtrarse separadamente en dos volumenes, cada uno de 2,5
litros, lo que sugiere que las membranas de celulosa con un tamafo de poro
de 5 pym dificultan el proceso de filtraciéon de grandes voliumenes de agua,
especialmente si la muestra trae gran cantidad de material en particulas, pero
son utiles para retener particulas que superen el tamano del poro, tal como
los quistes de T. gondii, los cuales miden aproximadamente 12 ym.

Debido a la porosidad de los filtros usados en este estudio, es muy
probable que se hayan obtenido también quistes de otros parasitos
transmitidos por el agua, tales como Giardia spp., Cryptosporidum spp. €,
incluso, bacterias (en forma de agregados), que no fueron evaluadas en
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este estudio, pero que pudieron haber obstruido la membrana microporosa,
impidiendo el paso del volumen total de la muestra.

En cuanto a la contaminacion con T. gondii por tipo de muestra, se
encontré que nueve de 48 (18,8 %) muestras superficiales resultaron
contaminadas con T. gondii, en tanto que solo en cuatro de las 48 (8,3 %)
muestras de agua para consumo directo se encontrd el parasito. A pesar
de que el andlisis no evidencio diferencias estadisticas, estos resultados
permiten inferir que habia mas probabilidad de detectar el parasito causante
de la toxoplasmosis en el agua superficial que en la almacenada en tanques
herméticamente tapados o con algun tipo de seguridad.

Estos resultados son similares a los encontrados en un estudio llevado a
cabo en la provincia de Lublin, Polonia, en el que se encontraron 31 (27,2 %)
muestras de agua positivas para T. gondii de un total de 114 evaluadas por
PCR. De estas 31 muestras positivas, 30 correspondian a agua de pozos
poco profundos, y solo una a agua de un pozo profundo. Los autores sefialan
que las muestras de agua de los pozos poco profundos se tomaron al nivel
mas superficial y que dichos pozos, ademas, no se encontraban cubiertos por
capas impermeables (18).

Nuestros resultados también se asemejan a los reportados en el noreste
de Polonia, en donde se encontrd que siete de 36 (19,4 %) muestras de
agua de fuentes superficiales resultaron positivas para T gondii por PCR.
Esas siete muestras provenian de cuatro lagos, dos rios y un estanque (26).
En otro estudio en Serbia, tres de 20 muestras de agua de rio resultaron
positivas para T gondii por PCR. Los lugares de muestreo que resultaron
positivos estaban situados, uno en el Danubio y dos en el Drina (27).

Por ser cuerpos de agua superficial, los jaglieyes estdn permanentemente
expuestos a recibir material contaminante. Por accién de la escorrentia
pueden llegar hasta ellos ooquistes de T. gondii excretados por felinos
infectados, lo que aumenta el riesgo de transmitir el parasito a quienes
consumen dicha agua sin ningun tratamiento de desinfeccién. En los hogares
incluidos en este estudio, el agua tratada artesanalmente y destinada al
consumo directo se almacenaba en tanques tapados, lo que reduce el riesgo
de contaminacion y podria explicar la menor frecuencia de deteccion de T.
gondii en este tipo de agua.

En un estudio en Sao Paulo, Brasil, se encontré que tres de 39 (7,7 %)
muestras de agua superficial de rios resultaron positivas para T. gondii.
Todas se habian recolectado durante la época de lluvia, lo que segun los
investigadores indicaria una mayor presencia de contaminantes en los
cuerpos de agua por accion de la escorrentia (28).

En cuanto a la frecuencia de deteccidn de T. gondii por sectores de la
zona de estudio, se encontré que aquellos con mayor numero de muestras
contaminadas fueron las zonas 3 y 2, conformadas por los corregimientos de
Buenavista y San Martin, y Las Majaguas y Cruz del Beque, respectivamente.
Aunque no hubo diferencia estadistica entre el nimero de muestras positivas
en estas zonas y el de las zonas 1y 4, los resultados podrian asociarse con
diferentes determinantes sociales de la salud, entre ellos la presencia de
acueducto. El corregimiento de Castafeda, perteneciente a la zona 4, es el
unico corregimiento que posee acueducto, Io que mejora la calidad de vida de
sus habitantes con el suministro de agua potable.
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Para efectos del estudio, el servicio de acueducto en Castafieda implicaria
una menor probabilidad de encontrar ADN de T gondii, pues el tratamiento del
agua habria eliminado restos biolégicos del parasito. También debe sehalarse
que en las zonas 2 y 3 se encontré un mayor nimero de muestras de agua
superficial positivas para T gondii (7 de 9) que en las zonas 1y 4 (2 de 9), lo
que podria relacionarse con la presencia de felinos silvestres, lo cual no se
evalud en nuestro estudio.

En esta zona se ubican, entre otros, los corregimientos de San Martin
y Buenavista, en los cuales se encuentran asentamientos indigenas cuya
cultura esta ligada a la preservacion del medio ambiente (29). Ademas, segun
el Plan de Conservacién de Felinos del Caribe Colombiano, se ha reportado
la presencia de dos especies de felinos silvestres, Leopardus pardalis y
Leopardus wiedii, en la subregién de Montes de Maria, y su distribucién
espacial se asocia con el estado de conservacion del paisaje natural,
de manera que los felinos son mas abundantes en habitats con menos
intervencién antrépica (30).

Por ultimo, es posible que los felinos silvestres que circulan en la zona 3
hayan sido infectados por "carnivorismo" (sic) (forma de alimentacion que
permite obtener nutrientes a partir del consumo de carne o de animales
presas), y sus heces podrian ser la fuente de contaminacién con T gondii de
los cuerpos de agua superficial en esta zona. Sin embargo, en este estudio
no se evaluo la seroprevalencia en felinos ni se detectaron parasitos en sus
heces. En el estudio en Serbia se encontraron tres puntos de muestreo del rio
positivos para T. gondii, lo que segun los investigadores podria relacionarse
con la presencia de felinos. En el caso del Danubio, que pasa por una zona
urbana, los gatos callejeros, asilvestrados o domésticos que ocasionalmente
dejan sus hogares, serian la mas probable fuente de ooquistes. En el caso
del rio Drina, este pasa por una zona rural préxima a los bosques serbios
que alberga las especies de felinos silvestres lince (Lynx Lynx) y gato montés
(Felis silvestris), los cuales podrian ser responsables de los ooquistes
encontrados en el rio (27).

En el presente estudio, se evalud la relacion entre cuatro determinantes
sociales de la salud (caracteristicas fisicas de la vivienda, presencia de gatos,
disponibilidad del agua y sus diferentes usos) y la frecuencia de deteccion de
T gondii en el agua. No se encontré ninguna relacion estadistica entre ellos,
lo que quiere decir que en la zona de estudio dichos factores no inciden en la
contaminacién del agua con T gondii. Es posible que alli estén interviniendo
otros factores intermedios que no fueron evaluados en este estudio, como la
cubierta de los tanques de almacenamiento del agua, la frecuencia con que
se limpian y desinfectan, la disposicion de las basuras, la frecuencia de la
limpieza del patio de las fincas, la infestacion por ratones y la presencia de
otros animales domésticos, los cuales podrian ayudar a mantener activa la
circulacién de la toxoplasmosis en la zona.

Un dato importante encontrado en esta parte del estudio es que los
determinantes sociales estudiados demuestran que la zona de estudio presenta
muchas necesidades basicas insatisfechas, entre ellas la de un suministro de
agua potable. Ante esta situacion, la mayoria de las viviendas se abastecen
de agua de forma mixta, es decir, de los jagleyes y de fuentes alternas como
agua lluvia, agua transportada en carrotanques e incluso de pimpinas de agua
transportada desde la zona urbana de Sincelejo. Estas practicas sumadas a
los habitos de consumir el agua cruda, usar el agua del jagley para el lavado
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de frutos de pancoger y usar el agua del jagley para el lavado de los utensilios
de cocina, podrian aumentar el riesgo de contraer toxoplasmosis, lo que
comprometeria la salud de neonatos de madres primoinfectadas y de personas
inmunodeprimidas habitantes de la zona de estudio.

En cuanto a la presencia de gatos, a pesar de que no se encontrd una
asociacion estadistica con la frecuencia de deteccion de T gondii, el hecho
de que en la finca del corregimiento de Cruz del Beque en donde habia ocho
gatos como mascotas fuera la unica con muestras positivas para T. gondii
en los dos tipos de muestra, evidencia el riesgo de contraer toxoplasmosis
de las personas en este hogar. Sin embargo, no es posible afirmar que la
contaminacion del agua encontrada en este punto de muestreo se deba
exclusivamente a la presencia de los gatos, pues no se hicieron estudios
serolégicos en estos animales.
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Characterization of an outbreak of malaria in a

non-endemic zone on the coastal region of Ecuador

Diego Omar Morales', Paul Andrés Quinatoa', Jaen Carlos Cagua?

' Centro de Referencia Nacional de Vectores, Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica,
Quito, Ecuador

2 Direccion Nacional de Prevencién y Control, Ministerio de Salud Publica, Quito, Ecuador

Introduction: Malaria is a vector-borne disease widely distributed in the Amazon region
and the coastal area of northern Ecuador. Its epidemiology involves related factors such as
human settlements, vector reproduction sites, mobility, productive activity, and the response
capacity of health systems, among others.

Objective: To describe malaria transmission by Plasmodium vivax in a non-endemic area
of Ecuador by analyzing the epidemiological and entomological factors involved.

Materials and methods: We conducted the epidemiological study of the cases reported

in the Salinas canton and the characterization of vector breeding sites through captures of
larvae and adult mosquitoes by human capture of resting mosquitoes.

Results: We detected 21 cases of malaria with local transmission related to the presence
of initial cases in Venezuelan migrant patients and identified Anopheles albimanus as the
predominant vector in natural breeding sites such as estuaries, wells, and water channels.
Conclusions: We detected an outbreak of malaria triggered by imported cases from
Venezuela. Climatic, social, environmental, and ecological conditions have favored the
development of the vector maintaining the transmission cycle. Strategies to control imported
malaria should be multiple including early case detection and control of productive breeding
sites to avoid local transmission.

Keywords: Malaria/epidemiology; Plasmodium vivax; disease outbreak; transients and
migrants.

Caracterizacion de un brote de malaria en una zona no endémica de la region costera
del Ecuador

Introduccioén. La malaria o paludismo es una enfermedad transmitida por vectores,
ampliamente distribuida en la regién amazénica y en la zona costera del norte del Ecuador.
Su epidemiologia involucra factores relacionados, como asentamientos humanos, sitios de
reproduccion del vector, movilidad, actividad productiva y capacidad de respuesta de los
sistemas de salud, entre otros.

Objetivo. Describir la transmisién de malaria por Plasmodium vivax en un area

no endémica de Ecuador, mediante el andlisis de los factores epidemioldgicos y
entomoldgicos involucrados.

Materiales y métodos. Se hizo el estudio epidemiolégico de los casos reportados en el
cantén de Salinas y la caracterizacién de criaderos del vector con capturas de larvas y
adultos mediante la captura de mosquitos en reposo.

Resultados. Se detectaron 21 casos de malaria con transmision local relacionados con la
presencia de casos iniciales importados de Venezuela. Se identificé Anopheles albimanus
como el vector predominante en criaderos naturales como estuarios, pozos y canales de agua.
Conclusiones. Se detectd un brote de malaria desencadenado por casos importados de
Venezuela. Las condiciones climaticas, sociales, ambientales y ecoldgicas han favorecido
el desarrollo del vector, manteniendo el ciclo de transmision. Las estrategias para controlar
la malaria importada deben ser multifacéticas, e incluir la deteccién temprana de casos y el
control de criaderos productivos para evitar la transmision local.

Palabras clave: malaria/epidemiologia; Plasmodium vivax; brotes de enfermedades;
migrantes; reporte.

Malaria is a vector-borne disease widely distributed in tropical and
subtropical areas, which is endemic in 97 countries. It is caused by protozoan
parasites of the genus Plasmodium transmitted by Anopheles mosquitoes.
Among the 465 species in the genus, only 70 have been reported as vectors
of Plasmodium malariae, P, ovale, P. falciparum, P. vivax, and P knowlesi to
humans (1,2). According to the World Health Organization (WHO), about 228
million cases of malaria were reported worldwide in 2018 with 405,000 deaths
mainly in Africa and in the South-East Asia Region (3).
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In the American continent, the disease continues to be an important public
health problem as there are 102 million people at risk of infection and at least
28 million living in high-risk locations (>10 cases/1.000 inhabitants) (4). The
Amazon basin area (Brazil, Peru, Ecuador, Venezuela, and Colombia) hosts
44 % of the malaria cases reported in the Americas (5).

Malaria in Ecuador has been one of the leading public health concerns. In
2001, 106.641 cases were reported while in 2014, a 98% (242 cases) reduction
had been achieved with the financial support of the Amazon Network for the
Surveillance of Antimalarial Drug Resistance (RAVREDA) project Control de la
malaria en las zonas fronterizas de la regidn andina: un enfoque comunitario
(“Malaria control in border areas of the Andean region: A community approach”)
(PAMAFRO). Thanks to this remarkable achievement, Ecuador was included
in a group of 21 candidate countries in the world to eliminate this disease by
2020 (6). However, since 2014, there has been a continuous increase of cases:
686 in 2015 and 2,081 in 2019 (with no increase of mortality attributable to
malaria), which may be explained by the critical strategic changes introduced in
epidemiological surveillance and vector control programs (7).

Malaria transmission zones in the country are mainly concentrated in the
Amazonian provinces bordering Peru and the northwestern coastal zone
bordering Colombia. During 2019, 790 cases were registered in provinces of
the Amazon region: Morona Santiago with 521 cases in Pastaza and 372 in
Orellana, i.e., 84% of active transmission in the country (7). In these areas,
malaria transmission is related to rainfall increases favoring the availability
of habitats for larvae, the development of settlements in forest areas, oil or
mining extraction activities, and the migration from neighboring communities
in Colombia or Peru, with the subsequent risk of introducing parasites in
decreased-transmission areas or maintaining transmission in active areas (8).

In the Ecuadorian coastal region, the province of Esmeraldas is the only
historical area with cases of P, falciparum malaria with 146 cases in 2019 (7).
There, the presence of asymptomatic cases not detectable by microscopic
examination and the instability of malaria control activities may have resulted in
the underestimation of malaria cases (9). Santa Elena, located in the southern
coastal region of Ecuador, recorded only 13 P, vivax malaria cases from 2008
to 2013 and since then, it has been considered free of malaria, although its
environmental determinants are ideal for mosquito breeding sites and there
are socioeconomic risk conditions that intervene in the transmission dynamics.
However, during 2019 and the beginning of 2020, 21 new cases were registered,
which alerted the epidemiological surveillance and control programs (10,11).

Malaria transmission in a non-endemic area is an unusual event, but it is
possible under certain circumstances. These outbreaks are mostly triggered
by parasites carried by travelers who return to their country or migrants
who come from endemic areas or, less often, by parasites in blood or fluid
transfusions unleashing nosocomial infections (12,13).

Malaria epidemiology is very complex because it involves determinants such
as the access to health facilities, the type of housing, the proximity of human
settlements to vector breeding sites, the abundance of vectors, the socioeconomic
status, the mobility, the productive activities, the presence of domestic animals,
and the response capacity of health systems. Therefore, it is necessary to
understand the link between malaria transmission, climatic variables, and other
human-related factors to develop appropriate measures to significantly reduce
transmission and achieve elimination in non-endemic areas (14).
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In the present study, we described the presence of P, vivax infection among
the population of a non-endemic area for malaria transmission in the city of
Salinas (Santa Elena province). We analyzed transmission drivers such as
the current social situation and the possible routes of vector transmission
underlining the need to maintain an operative malaria surveillance system to
prevent future outbreaks.

Materials and methods
Study area

Salinas (Santa Elena province) is located on Ecuador’s coast (022 13 ‘S,
0802 58’ W) at sea level. Its temperature ranges from 26 to 28.5°C at 07:30 to
31 to 36°C at 12:00, and 31.5 to 34°C at 16:00. There is a single rainy season
(from January to April) with values below 500 mm per year (15).

Salinas’ economy centers on trade, fishing, and oil-related activities and
it is one of the most popular tourist destinations in the country, although
the majority of its native population is dedicated to fishing. There are clear
social differences with predominantly marginal urban sectors with no access
to sewage. Instead, there are rainwater channels on the soil where water
stagnates when not properly maintained or cleaned turning them into
mosquito-breeding sites.

The city has health centers and health care teams, as well as a general
hospital and two basic hospitals, one of them with an accredited microscopist
for malaria diagnosis. As Salinas is a small city, access to malaria diagnosis
from the furthest point of the city does not exceed 60 minutes. However,
as there were no malaria case reports for several years, treatment was not
available in the city’s health centers. Community participation in health activities
is carried out in health centers through the local citizen health committees, but
malaria had not been on the agenda of their plenary sessions (15).

Epidemiological study

The epidemiological study for reactive case detection was conducted
for the first febrile and afebrile cases detected from April, 2019, through
to February, 2020. The scope of active case-detection was 3 km around
the homes of the initial cases and involved six neighborhoods. Detection
teams included health care, promotion, and vector control teams, as well as
neighborhood authorities. For passive case detection in health centers, a
microscopic examination (thick blood smear) was performed on all patients
with fever while rapid diagnostic tests (RDT, SD BIOLINE Malaria Ag) were
used for reactive case detection. Positive cases using rapid diagnostic
tests were confirmed by a microscopic examination. Both tests fulfilled the
requirements of the quality assurance system.

Finally, epidemiologists had exchanges with district authorities and medical
personnel to gain a broader understanding of the social determinants of
malaria transmission affecting the areas of study and the possible hypothesis
of transmission. Case follow-up and control measures were some of the
aspects discussed. With this information, a descriptive analysis based on time,
place, and population was implemented.

All the activities carried out as part of the outbreak control and strengthening
of the surveillance system were based on the World Health Organization’s
Reference Manual for Malaria Surveillance, Monitoring, and Evaluation (16).
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Entomological study

Entomological samples were collected by the National Vector Reference
Center in houses with malaria cases and in the area around them to
characterize the breeding sites and determine the abundance of the vector.
Immature stages of mosquitoes were collected using plastic pipettes in
domestic containers and dippers in natural breeding sites (puddles, wells,
channels) (figure 1).

Adult mosquitoes were collected using CDC light traps and a Prokopack
motor vacuum aspirator (model 1419). CDC light traps were placed outside four
of the homes of confirmed malaria cases from 6:00 p.m. to 7:00 a.m. for three
nights, and the Prokopack aspirator was used to capture resting mosquitoes
from 18:00 to 21:00 in two houses for two nights. The sampling was done by
two persons who took turns every hour to balance possible biases in capture
capacity. The samples collected from immature stages were stored in plastic
containers. The adult mosquitoes collected with the CDC light traps and the
Prokopack aspirator were individually stored in 1.5 ml Eppendorf tubes.

Each sample was identified by date, collection method, and location
and then transported to the entomology laboratory of the National Vector
Reference Center. For the taxonomic identification of mature mosquito stages,
we used the Faran & Linthicum (1981) and Gonzalez & Carrejo (2009) keys.
The samples were identified using a stereoscopic microscope (Carl Zeiss,
Germany, model V8 10X / 23 mm).
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The epidemiological data and the information on vector control activities
came from the early warning system SIVE Alert of the Ministry of Health of
Ecuador and the Salinas Health District.

Statistical analysis

We used ANOVA and t Student tests to compare case numbers using
the SPSS™ software package, version 21.0. The level of significance was
established at 5%.

Results
Epidemiological study

The first malaria case was reported on April 12, 2019, in a Venezuelan citizen
whose symptoms first developed on April 8 and was diagnosed with malaria on
April 12 at Hospital La Libertad. The patient had had previous episodes of the
disease in his native country but did not complete the therapeutic scheme and
did not know which it was. The patient had arrived in the city two months before
his symptoms began. P, vivax malaria was diagnosed, but the hospital did not
have the medications, which arrived two days after the diagnosis; however, the
treatment could not be given because the patient left the city. The case was
classified as imported, probably due to a relapse.

Three months after this initial case, on July 26, 2019, another case was
reported again in a Venezuelan citizen whose symptoms started on July 21
and was diagnosed on July 26 by microscopic examination; the parasite was
identified as P, vivax. That same day, she started treatment with a regimen of
chloroquine and primaquine. She said she had no relationship with the initial
case, and her address was 10 km away from that first case. The case was
classified as imported, although she reported not having been diagnosed with
malaria in her country.

After several months of absence of cases, on November 14, 2019, two
more cases were reported, this time in Ecuadorians whose homes were a few
meters away from the second imported case. Plasmodium vivax was identified
by microscopy as the parasitic species. These cases were classified as
autochthonous and the patients received the same scheme with chloroquine
and primaquine.

The notification of these two cases of autochthonous transmission
triggered the reactive search within a radius of 3 km involving six
neighborhoods. We examined 167 people and detected three cases of P, vivax
malaria after which, the passive case detection was reinforced in all the city’s
health establishments and diagnostic tests were carried out on all febrile
cases using diagnostic tests, with a total of 189 people examined and one
case confirmed by microscopic diagnosis.

A second round of reactive search was scheduled 14 days later, on
December 23, 2019, during which we detected a case of malaria among the
15 people examined. In the passive surveillance of cases carried out by the
health centers, a case of malaria was reported in a neighborhood far from the
initial cases and, thus, the active search for cases in four more neighborhoods
was reactivated and nine P, vivax malaria cases were detected. In February
2020, another case of malaria was reported in a health center close to the
evaluated locations triggering the reactive search for cases. We found two P.
vivax malaria cases among the 62 people examined. No more cases were
detected by passive search and the reactive search was stopped (figure 2).
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Figure 2. Timeline of malaria transmission in Salinas

All cases were hospitalized to receive treatment with chloroquine (10 mg/
kg on day 1, 7.5 mg/kg on day 2, and 7.5 mg/kg on day 3) and primaquine
(0.50 mg/kg for 7 days) to ensure therapeutic compliance. After discharge,
the closest health center followed up the cases weekly for two months.

The majority of the cases in Salinas were men (52.4%) with a statistically
significant difference associated with sex (p=0.030). The 20 to 49 (47.62%)
age group registered the highest number of cases, but there was no
significant difference among the age groups (p<0.007). The predominant
occupations of the patients were studying and unemployment (table 1). The
transmission most likely occurred in the households and surroundings, as the
population was concentrated. The first cases in this location were registered
in migrants from an endemic country (2/21; 9.52% of the total cases), and
transmission was re-established in a receptive locality (19/21; 90.48%) that
had been an endemic area for malaria transmission in previous years.

Entomological study

We identified 203 mosquito larvae. Anopheles albimanus was predominant
(73%; n=149) in the breeding sites. Other species such as Aedes aegypti
and Culex spp. were identified sharing breeding sites such as tires and plastic
tanks with An. albimanus.

We found 12 breeding sites with An. albimanus larvae. Vector abundance
in estuaries was 30.8% (n=46), in wells, 28.8% (n=43), in water channels,
20% (n=30), in plastic containers, 10% (n=15), and in tires, 4.69% (n=7), while
in the other breeding sites with puddles the abundance was less than 2.68%.

There were many algae and aquatic plants in the breeding sites at
estuaries with a continuous flow of residual discharges crossing Salinas
canton and emptying into the Pacific Ocean. During the winter season,
increased water flows form small puddles that can be potential breeding
sites for the vector. Moreover, the water channels contained residual water
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from agricultural and domestic activities and they are usually covered with
abundant vegetation.

Another main breeding site for mosquitos are wells, usually placed near
the houses, used to serve as a source of water before the installation of the
potable water service in the locality; now we observe that these wells are
abandoned and during winter they collect rainwater and become potential
breeding sites for the malaria vectors. We did not analyze the physicochemical
properties of the waterbodies, it is assumed that An. albimanus was
established in the locality given the favorable conditions for its development
and their competence in malaria transmission by P, falciparum and P, vivax
along the coastal region.

After the first patient was admitted, An. albimanus could have ingested
infective gametocytes and started the transmission cycle locally.

We implemented integrated vector management activities for the control
of the malaria outbreak in the locality including indoor residual spraying and
the delivery of insecticide-treated nets. In a radius of 3 km, a total of 112
homes were sprayed and 132 insecticide-treated nets were delivered, i.e.,
84.85% (112/132) coverage for spraying and 64.32% (132/189) for mosquito
nets. At the time of the intervention, the lack of insecticide-treated nets
prevented a higher coverage. Additionally, with the support of local citizen
health committees, we gave talks on education and communication strategies
to improve awareness about the disease in the population. Nowadays, there
are abundant natural breeding sites for vector development in the locality and
vector control measures have not been successful for larval hatcheries, so we
focus more on the control of adult mosquitoes. However, there are abundant
natural breeding sites for the development of the vector in the locality.

Table 1. Sociodemographic and
epidemiological characteristics of the
cases reported in Salinas, Santa Elena

“Sample (N=21)

Variable n %
Gender
Man 9 42.86
Woman 12 5714
Age group (years)
0a4 3 14.29
10a 14 3 14.29
15a19 4 19.05
20a49 10 47.62
50 a 64 1 4.76
Nationality
Ecuadorian 19 90.48
Venezuelan 2 9.52
Place of residence
La Libertad 20 90.48
Salinas 1 9.52
Occupation
Housewife 4 19.0
Merchant 1 4.8
Student 7 33.3
Seller 1 4.8
Administrator 1 4.8
Unemployed 7 33.3
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Figure 3. Stratification of risk level for malaria transmission in Salinas, Santa Elena province

The data collected from the epidemiological study was stratified based
on receptivity and vulnerability (risk of parasite importation) to transmission.
Receptivity was characterized according to the environmental conditions,
altitude, temperature, and permanent residency while the vulnerability was
evaluated based on the analysis of case occurrence in the previous 10 years
and the mobility from/to endemic localities. At the national level, malaria
transmission risk is classified into four strata: Stratum one comprises non-
receptive areas; stratum two includes receptive but not vulnerable areas;
stratum three, receptive areas with low vulnerability and no presence of
indigenous cases, and stratum four, receptive areas, as well as vulnerable
places with autochthonous cases. The stratification of Salinas was determined
at the third administrative level corresponding to the canton, its risk at levels
three and four for malaria transmission (figure 3).

Discussion

The World Health Organization’s guidelines for the elimination of malaria
define its reintroduction as the appearance of introduced cases, i.e., the
epidemiological connection of cases of local transmission with an imported
case in a country or area where the disease had already been eliminated
(6). Unfavorable sanitary conditions such as the presence of temporary or
permanent breeding sites, migratory population flow from endemic areas or
countries, and unprepared health systems are triggering conditions for malaria
outbreaks.

According to WHO, the detection of three or more cases of malaria per
year for three consecutive years is indicative of the re-establishment of
malaria transmission (6). Sustaining elimination of malaria in areas with high
receptivity and vulnerability will require effective strategies to prevent the re-
establishment of local transmission (17). For this reason, strengthening health
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services for early diagnosis and timely treatment were the first immediate
activities carried out in this canton. Moreover, rapid diagnostic tests were
provided to all health care facilities along with specialized training for health
personnel and the strengthening of the microscopy diagnostic network.

Due to this outbreak, the city must keep active and reactive surveillance
systems activated and, if there is epidemiological silence, carry out proactive
searches with an emphasis on the localities where the outbreak occurred.
Surveillance and action systems will allow improving decision-making for
disease control and elimination. Local community health committees play
an important role, especially in attracting migrants from malaria-endemic
countries or areas. In this case, the malaria outbreak records were unusual
because there was no follow-up of the initial cases.

The first Venezuelan patients reported on April 12 and July 27, 2019, made
the local population vulnerable opening the way to their eventual involvement as
silent reservoirs of Plasmodium spp. making gametocytes available for malaria
vectors, which would lead to a stable and continuous transmission (18,19).
According to the timeline presented, it is possible that semi-immune patients,
such as migrants from malaria-endemic countries, had asymptomatic parasitemia
due to long and continuous exposure to parasites in their countries of origin and
this took them to seek medical attention when it was already late (20).

The majority of patients (57.14%) were men but there were no statistical
differences between sexes, which may be explained by the occupation profile
of patients since the majority were students (33.3%) and unemployed (33.3%).
This would also indicate that contagion was autochthonous in those patients
that carried out their activities in the locality, did not mobilize outside the
province, and were constantly exposed to mosquito breeding sites. Keeping
standing water next to homes for 3 to 5 days has been reported to increase
the risk of malaria infection, as well as human activities such as digging the
soil and building roads, as this creates temporary pools that provide active
breeding sites for mosquitoes and facilitates transmission (21,22).

The most representative age group was 20 to 49 years (n=9; 47.62%),
however, three cases were recorded in the 0 to 4 years age group (n=3;
14.29%). The presence of infection in infants and children under 5 implies
malaria indigenous transmission of malaria (23). The prevalence pattern
reflects the state of immunity against malaria as the result of several repeated
infections. As no cases had been registered in this town for 6 years, people
did not have significant immunity (23).

Malaria transmission is determined mainly by human behavior and the
existence of the parasite, as well as social factors, housing conditions,
population occupation, treatment-seeking behavior, and health facilities.
Importantly, a high proportion of the urban population at any age is at risk of
malaria due to the absence of acquired immunity (24).

One of the first cases recorded in Salinas was a Venezuelan patient who
entered the canton two months before presenting symptoms of malaria but
reported an epidemiological history in his country. A similar situation was
reported in 2018 in El Oro province, where five Venezuelan migrants with no
acute symptoms were associated with the malaria outbreak in that province (25).

The movement of people, international travel, and migration have been
associated with the spread of various arboviruses among local populations
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(26,27). Due to the socio-economic and humanitarian conditions in Venezuela,
since 2014 migration has increased with an estimated two million people
moving to neighboring nations such as Colombia, Ecuador, Chile, Brazil,
Argentina, and Perd (28), countries where, in recent years, an increase in
malaria cases has been reported. In 2017 and 2018, Colombia registered
2,048 new P, vivax malaria cases imported from Venezuela (29).

Malaria in migrant patients has been characterized by mild symptoms
with low levels of parasites, less time for Plasmodium spp. elimination after
treatment, and shorter duration of fever in travelers. Additionally, P, falciparum
malaria in migrants with symptoms occurred in the first three months after
the arrival at endemic countries and the possibility of asymptomatic patients
has been contemplated (30,31). In Salinas, the arrival of migrant populations,
the suitable climatic factors, and the presence of malaria vectors possibly
contributed to the creation of local transmission and the reintroduction of the
disease. However, it is not possible to define exactly whether migrants were
exposed to malaria in Venezuela or while “in transit; but they represent a
highly vulnerable group (25).

Anopheles albimanus has been identified as the main vector involved in
malaria transmission in South America, Central America, and the Caribbean
(32), especially in places with higher salinity exposed to direct light such
as low mangrove areas or near moisture drainage (33). In Ecuador, An.
albimanus is distributed throughout the coastal region below 500 masl
including Santa Elena province (34).

In this study, the main breeding sites were found in estuaries, wells, and
water channels with high larval densities of An. albimanus. Those in wells
were the second with the highest larval density (28%). The entomological
research determined that this type of breeding site exposed to climatic
conditions had been abandoned. Other reports have described the presence
of An. albimanus larvae in Esmeraldas, Manabi, Los Rios, El Oro, and
Guayas provinces associated with breeding sites in road ditches, rice
paddies, swamps, ponds, river edges, human dwellings, cattle pastures, and
plantations (35).

In Colombian towns, wells are a common source of water for domestic
use in rural areas and are classified as suitable breeding sites for immature
mosquitoes and a refuge for Anopheles, Aedes, and Culex species during
the dry season (36). It is important to emphasize that factors as the change
in land use and the construction of roads and channels are a direct source
of malaria vectors breeding sites and, therefore, the proliferation of infectious
diseases (37). The identification of potential breeding sites in outbreak areas
is a key factor for risk assessment and the establishment of more effective
control measures in immature vector populations (38).

After the interventions, the technical team of the Ministry of Public Health
and the National Institute for Public Health Research conducted a situation
analysis and concluded that the initial imported cases of malaria in a city
with reduced surveillance and low perception of the disease among the
local medical personnel, as well as insufficient access to diagnosis in a
single health establishment and limited hours, the unavailability of drugs, the
lack of knowledge on case-finding and control activities, created the ideal
environment for the reestablishment of the disease in an area previously
declared as malaria-free.
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As part of the activities, the strategic lines of diagnosis, treatment,
investigation, and response were strengthened and a stock of medicines
was provided both for the parasitic species involved in the outbreak and
for P, falciparum and five laboratory workers were trained for malaria
diagnosis microscopic analysis and provided with rapid diagnostic tests.

The epidemiology and vector control team was trained in effective research
activities and integrated vector management based on risk stratification. On
the other hand, all health facilities in the city were instructed to screen febrile
cases for malaria, proactive search activities were planned if no cases are
detected in health facilities, as well as routine integrated vector management
activities and evaluation of mosquito-net acceptance, with the purpose to align
the city to the malaria elimination strategy.

In conclusion, after six years of absence of malaria cases, we present the first
report of autochthonous cases of P, vivax in the locality of Salinas. This malaria
outbreak has important implications for the public, economic, therapeutic,
and logistical health-related activity in the city and the province in general. In
this sense, a more robust surveillance-response system is essential when
moving towards the elimination of malaria. Taking into account the economic
burden that the active search of malaria cases represents, we consider that a
community-based surveillance system for malaria testing among newcomers in
neighborhoods might be a more feasible approach for epidemiological control.
Furthermore, the surveillance of infectious diseases along migration routes is
crucial to prevent the recurrence of malaria, not only in the province of Santa
Elena but also in other localities with the same characteristics.
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Articulo original

Evaluacion del UMELISA CHAGAS® con la
incorporacion de nuevos péptidos monomeéricos y
quiméricos representativos de diferentes regiones
de Trypanosoma cruzi

Idialis Hernandez, Milenen Hernandez, Jeny Gonzélez, lvonne Goémez,
Orlando Zulueta, Grisell Ramos, Darien Ortega, Dunia Clara Bequer, Giosvany
Ernesto Martinez, Aurora Delahanty

Centro de Inmunoensayo, La Habana, Cuba

Introduccion. La mayoria de las personas con enfermedad de Chagas desarrolla
anticuerpos especificos contra Trypanosoma cruzi. En la infeccion temprana se producen
anticuerpos IgM contra T. cruzi que son reemplazados por IgG durante el curso de la
enfermedad. Los primeros sintomas de la enfermedad suelen ser muy leves y atipicos, por
lo que a menudo no se detecta en la fase aguda.

Obijetivos. Evaluar la sensibilidad y la especificidad clinica y analitica, la precisiéon y la
eficacia del UMELISA CHAGAS® con la incorporacion de nuevos péptidos sintéticos en la
fase sdlida representativos de la proteina SAPA (Shed Acute Phase Antigen) y del antigeno
TSA (Trypomastigote Surface Antigen).

Materiales y métodos. Se evalué un panel de desempefio de titulo mixto anti-T cruzi

y uno de seroconversién de Chagas, asi como muestras de suero positivas y negativas
provenientes de zonas endémicas de la enfermedad y muestras positivas de otras
enfermedades que podian interferir con la prueba. Las pruebas Bioelisa CHAGAS,
Chagatest ELISA recombinante v. 4.0, Chagatest HAl y SD BIOLINE CHAGAS Ab Rapid, se
emplearon como referencia.

Resultados. Los porcentajes de sensibilidad y especificidad clinica fueron de 97,73 %
(IC,,,, 96,23-99,24) y 99,33 % (IC,,,, 98,88-99,78), respectivamente. Se obtuvo un 98,96 %
de eficacia y una buena precision.

Conclusiones. Los resultados demuestran que la nueva fase sélida del UMELISA
CHAGAS® puede utilizarse para el inmunodiagndstico, la certificaciéon de sangre y la
vigilancia epidemioldgica en paises endémicos y no endémicos con poblacion de alto riesgo.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi; enfermedad de Chagas/diagndstico; anticuerpos;
péptidos.

Evaluation of UMELISA CHAGAS™ with the incorporation of new monomeric and
chimeric peptides representative of different regions of Trypanosoma cruzi

Introduction: Most people with Chagas disease develop specific antibodies against
Trypanosoma cruzi. In early infection, IgM antibodies against T cruzi are produced and later
replaced for IgG antibodies during the course of the disease. The first symptoms of the
infection may be very mild and atypical, which is why the disease is often not detected in
the acute phase.

Obijectives: To evaluate the clinical and analytical sensitivity, and specificity, accuracy,

and efficacy of UMELISA CHAGAS™ with the addition of new synthetic peptides in

the solid phase representative of the shed acute phase antigen protein (SAPA) and the
trypomastigote surface antigen (TSA).

Materials and methods: We evaluated a mixed anti-T. cruzi titer performance panel and a
Chagas seroconversion one, as well as positive and negative serum samples from endemic
areas of the disease and positive samples for other diseases that may interfere with the
assay. The Bioelisa CHAGAS assay, Chaga test recombinant ELISA v.4.0, Chagatest HAI,
and SD BIOLINE CHAGAS Ab Rapid were used as reference tests.

Results: The sensitivity of the assay was 97.73% (95% Cl: 96,23-99,24) and the clinical
specificity, 99.33% (95% Cl: 98,88-99,78) while the efficacy and the accuracy were 98.96%.
Conclusions: Our results show that the new solid phase of UMELISA CHAGAS® can be
used for immunodiagnostic, blood certification, and epidemiological surveillance in endemic
and non-endemic countries with high-risk populations.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Chagas disease/diagnosis; antibodies; peptides.
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La gran mayoria de las personas afectadas por la enfermedad de Chagas
desarrollan anticuerpos especificos contra Trypanosoma cruzi. En la etapa
inicial de la infeccion se producen anticuerpos IgM, que son reemplazados
por anticuerpos IgG a medida que progresa la enfermedad (1).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad en su etapa inicial pueden
ser muy leves y atipicas, y producir solamente malestar general, motivo por el
cual con frecuencia la enfermedad no se detecta en su fase aguda.

La proteina SAPA (Shed Acute Phase Antigen) se expresa principalmente
en la forma infectiva de T cruzi, 1o que produce una temprana y fuerte
reaccion de la inmunoglobulina G después de la infeccién, la cual disminuye
con el avance de la enfermedad (2). Los anticuerpos contra la SAPA estan
presentes fundamentalmente en el suero de pacientes en la fase aguda y en
aquellos que adquieren la enfermedad de forma congénita (3-5). Ademas, la
actividad trans-sialidasa de la molécula implicada en la invasion del parasito
no ha sido detectada en T rangeli, Leishmania spp. ni Plasmodium spp.,
parasitos que comparten la distribucion geografica de T cruzi (6,7). Por estas
razones, es importante el uso de este antigeno en la fase sélida del UMELISA
CHAGAS?®, ya que permitiria la deteccion de anticuerpos en la infeccion
temprana y evitaria reacciones inespecificas con otros parasitos.

El antigeno TSA (Trypomastigote Surface Antigen) es uno de los blancos
de los linfocitos T citotoxicos CD8+ en la infeccion humana y se caracteriza por
tener en su secuencia hasta cuatro copias de un motivo de aminoacidos muy
conservado en neuraminidasas bacterianas (8,9). En diversos estudios se ha
reportado el uso de la proteina TSA para el diagndstico de la enfermedad de
Chagas, con buenos resultados en términos de sensibilidad y especificidad.

El UMELISA CHAGAS® es una prueba inmunoenzimatica indirecta en la
cual la fase sdlida esta constituida por placas de tiras recubiertas con tres
péptidos sintéticos monomeéricos, el P-17, el P-18 y el C-12, correspondientes a
regiones inmunodominantes de la membrana del parasito. Con la incorporacion
de los mondmeros SAPA y TSA, asi como la sustitucion de los mondémeros
P-17 y C-12 por el quimérico Q-5 formado por estos, se pretende mejorar de
forma cuantitativa los indicadores de sensibilidad, especificidad, precision y
eficacia que determinan el buen desempefo o funcionamiento de la prueba
con una mayor representacion de epitopos inmunodominantes de T. cruzi.

El propésito del estudio fue evaluar el UMELISA CHAGAS® con la
incorporacion de nuevos péptidos monoméricos y quiméricos representativos
de diferentes regiones de T cruzi.

Materiales y métodos
Obtencion de los péptidos sintéticos

Todos los péptidos se obtuvieron mediante la sintesis quimica en
fase solida descrita por Merrifield en 1963, siguiendo la estrategia terc-
butiloxicarbonilo (Boc) en bolsas de polipropileno (10-12). Se sintetizaron tres
péptidos: el péptido quimérico Q5, formado por repeticiones de los péptidos
monomeéricos P-17 y C-12 representativos de epitopos inmunodominantes
de la membrana de T cruzi, que son los utilizados en el UMELISA CHAGAS®
actual; el monémero SA-15, correspondiente a la regién mas antigénica de
la proteina SAPA del parasito, y el péptido monomérico TSA-E3, que codifica
para una parte del antigeno de superficie del tripomastigote.
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UMELISA CHAGAS® con nuevos péptidos sintéticos

Muestras utilizadas en la evaluacion

Se emplearon las siguientes: muestras de suero presuntamente negativas
procedentes de donantes de sangre cubanos sanos del Banco Provincial
de Sangre de La Habana (n=896); muestras de suero positivas (n=441)
confirmadas por inmunofluorescencia indirecta (IFI) provenientes de diferentes
paises endémicos de la enfermedad de Chagas; muestras de suero negativas
para la enfermedad de Chagas provenientes de zonas endémicas (n=591)
evaluadas por IFl, y muestras de suero negativas para la enfermedad de
Chagas y positivas para otras enfermedades que pudieran interferir en la
prueba. Todas las muestras se evaluaron con las pruebas diagnésticas SUMA®
(UMELISA HCV, UMELOSA HCV UMELISA HBsAg PLUS, HBsAg confirmatory
test, UMELISA HCV UMELISA Dengue IgM PLUS) segun correspondiera.

Asimismo, se emplearon muestras de pacientes con hepatitis C (n=8), de
individuos vacunados contra la hepatitis B (n=16), de pacientes con dengue
(IgM) (n=12), de pacientes con hepatitis B (n=16), de suero positivas para el
HTLV (n=16), y de pacientes en hemodidlisis atendidos en el Hospital Miguel
Enriquez de La Habana (n=18).

Se utilizaron dos paneles comerciales: el de desempefio de titulo mixto
anti-Trypanosoma cruzi (Chagas) PMT 204 (n=21) (Laboratorios Lincon, S.A.,
México), y el de serconversion de Chagas (T. cruzi) AccuVert™ (0615-0038)
(n=10) (Laboratorios Lincon, S.A., México).

Caracteristicas evaluadas de la prueba

Se evaluaron la sensibilidad y la especificidad clinica y analitica; se hizo la
prueba de concordancia utilizando el indice kappa (K), asi como un estudio
de precision mediante la determinacion de la reproducibilidad y la eficacia
de la prueba. Para el calculo de estos indicadores, se elaboré una tabla de
contingencia.

Especificidad y sensibilidad clinicas. La especificidad clinica se expresé
como el porcentaje de negatividad en muestras en las que el analito de
interés estuviera ausente y se calcul6 con los valores verdaderos negativos
divididos por la suma de los verdaderos negativos mas los falsos positivos
(13). La sensibilidad clinica se expresdé como el porcentaje de positividad
en muestras en las que el analito de interés estuviera presente y se
calculé como los valores verdaderos positivos divididos por la suma de los
verdaderos positivos y los falsos negativos (13).

Especificidad analitica. El grado para distinguir entre el analito de interés
y otros componentes en la muestra (13) se calcul6 evaluando muestras
positivas para otras enfermedades que pudieran interferir en la prueba.

Estudios de concordancia

La concordancia entre los diferentes métodos de referencia y el UMELISA
CHAGAS?® frente a un mismo panel de muestras, se determiné mediante
el indice de concordancia kappa (K), cuyo valor mayor de 0,6 denota una
elevada concordancia (13) (cuadro 1).

Eficacia del ensayo

La capacidad de la prueba para detectar correctamente todos los positivos
y negativos, se calculd como la suma de los valores verdaderos positivos mas
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los verdaderos negativos divididos por la suma de los verdaderos positivos y
los falsos positivos mas los falsos negativos y los verdaderos negativos (13).

Cuadro 1. Clasificaciones de
concordancia segun el indice kappa

Concordancia  Kappa

Deficiente <0,20

Regular 0,21-0,40
Moderada 0,41-0,60
Buena 0,61-0,80

Muy buena 0,81-1,00

Precision

Esta se calculd en términos de reproducibilidad al determinar el grado de
concordancia entre los resultados de una serie de réplicas (aproximadamente
20) de una misma muestra en diferentes dias. Se analizaron dos muestras
positivas en el estudio con grados de positividad alto (PA) y bajo (PB), una
muestra falsa positiva (FN) y una negativa (N).

Procedimiento

En la evaluacién se utilizé una prueba UMELISA indirecta con reactivos
certificados del UMELISA CHAGAS® y el equipamiento de la tecnologia
SUMA® (14-16). Como referencias se emplearon las pruebas comerciales
Bioelisa Chagas® (BIOKIT, Espaia) (17), Chagatest ELISA recombinante®, v.
4.0 (Wiener Lab, Argentina), Chagatest HAI® (Wiener Lab, Argentina) (18) y
SD BIOLINE CHAGAS Ab Rapid® (Standard Diagnostics Inc., Korea) (19). Las
muestras se consideraron positivas cuando resultaron reactivas en alguna de
las pruebas de referencia.

Anadlisis e interpretacion de los resultados

En el analisis e interpretacion de los resultados con un nivel de confianza
de 95%, se utilizé el sistema Stripe Reader Software™, version 9.0, para
la automatizacidn del trabajo con los lectores de tiras y estuches UMELISA
de la tecnologia SUMA® (Cuba) (14-16) y el programa para el analisis
epidemioldgico de datos tabulados Epidat, version 3.1 (Espana). Las
muestras se clasificaron en verdaderos positivos y falsos negativos tomando
como referencia el resultado de las pruebas comerciales.

Consideraciones éticas

El estudio cumplid con los principios establecidos en la Declaracion de
Helsinki “Recomendaciones que guian a los médicos en la investigacion
biomédica con seres humanos’, adoptada por la XVIIIl Asamblea Médica
Mundial (Helsinki, Finlandia, junio de 1964) y sus sucesivas enmiendas, y fue
aprobado por el comité de ética de la institucién en la que se llevé a cabo.

Resultados
Sensibilidad y especificidad

Se evaluaron 1.928 muestras de suero, de las cuales 10 resultaron
falsas positivas y 10 falsas negativas con respecto a la prueba de referencia
Chagatest HAI®, para 97,73 % (IC,,,, 96,23-99,24) y 99,33 % (IC,,,, 98,88~
99,78) de sensibilidad y especificidad clinicas, respectivamente. La
especificidad analitica fue de 100 %.
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Cuadro 2. Tabla de contingencia para determinar la
sensibilidad y especificidad de la prueba

Referencias

Positivos Negativos Total

Prueba Positivos 431 10 441
Negativos 10 1.477 1.487

Total 441 1.487 1.928

Sensibilidad: 97,73 % (IC,,, 96,23-99,24)
Especificidad: 99,33 % (IC,,,, 98,88-99,78)

Eficacia de la prueba
La proporcién de resultados validos de la prueba fue de 98,96 %.
Estudio de concordancia

La prueba de concordancia con el indice kappa (K) resulté ser de 0,97

(IC,,,, 95-98), es decir, una muy buena concordancia (cuadro 2).

Estudio de precision

Los porcentajes de reproducibilidad fueron del 100 % en todos los casos,
lo que indica la buena precision de la prueba.

Discusion

El desarrollo y la produccion de antigenos naturales, recombinantes y
sintéticos para el inmunodiagndstico de la enfermedad de Chagas, constituyen
el objetivo fundamental de varios trabajos de investigacion. Sin embargo, en la
actualidad los péptidos sintéticos se utilizan ampliamente por las ventajas que
significan en las pruebas diagnodsticas en que se utilizan (12).

El uso de péptidos sintéticos como antigenos en el inmunodiagnéstico,
los cuales se disefian para obtener una prueba que garantice resultados
con gran sensibilidad y especificidad, constituye una solucion al problema
del diagndstico seroldgico de la enfermedad de Chagas (12,20). Entre los
péptidos sintéticos, los quiméricos permiten “simular” estructuras de la
proteina nativa en algunas ocasiones. Por ello, en el presente estudio se
sintetizaron péptidos quiméricos con estas caracteristicas no descritos por
otros investigadores, con lo cual nuestro grupo de trabajo obtuvo el certificado
de autor de invencion (21).

En la seleccién de las secuencias aminoacidicas para el disefio del
péptido quimérico, se tuvieron en cuenta los resultados de los estudios de los
péptidos monomeéricos descritos en la literatura y los obtenidos por nosotros
en el laboratorio (22).

El antigeno SAPA se ha propuesto para el diagnéstico temprano de la
enfermedad de Chagas debido a que los anticuerpos contra este antigeno
estan presentes fundamentalmente en el suero de pacientes en la fase aguda
y en aquellos que adquirieron la enfermedad de forma congénita (3-5).

En varios estudios se ha reportado el uso de la proteina TSA para el
diagnéstico de la enfermedad de Chagas, con buenos resultados en términos
de sensibilidad y especificidad. La TSA es uno de los blancos de los linfocitos
T citotoxicos CD8+ en la infeccion humana y se caracteriza por tener en su
secuencia hasta cuatro copias de un motivo de aminoacidos muy conservado
en neuraminidasas bacterianas (8,9).
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Sensibilidad y especificidad clinicas

El porcentaje de sensibilidad (97,73 %) del UMELISA CHAGAS® con la
incorporacion de estos antigenos en la fase sélida, fue similar al reportado
por investigadores colombianos con los estuches comerciales Bioelisa
CHAGAS?®, Chagatest ELISA recombinante®, version 3.0, Chagatest HAI® y SD
BIOLINE CHAGAS Ab Rapid® en su estudio de comparacion de la capacidad
diagnéstica de siete métodos de determinacion de la infeccion por T cruzi en
pacientes con enfermedad de Chagas cronica, en el cual obtuvieron valores
de sensibilidad entre 95 y 98 % (23). En evaluaciones del kit ELISA Chagas
IICS®, version 1 (24,25), se reportaron resultados similares al obtenido por
nuestro grupo de trabajo con la nueva modificacion de la fase sdlida.

Los resultados discordantes del presente estudio pudieran deberse a dos
posibles causas: los distintos tipos de antigenos y principios utilizados en las
pruebas de referencia (26) y la composicién del conjugado que contiene anti-
IgM ademas de anti-IlgG humana, que puede generar falsos positivos por su
baja especificidad (27).

Uno de los usos mas importantes de las pruebas diagndsticas serolégicas
es en las zonas endémicas, donde estas deben discriminar a los individuos
infectados de aquellos que, sin estarlo, pueden tener otras condiciones
que generen falsos positivos. Para determinar la especificidad clinica, se
evaluaron muestras negativas provenientes de regiones endémicas de la
enfermedad y muestras de donantes cubanos de sangre supuestamente
sanos, dado que la enfermedad no existe hoy en Cuba. La especificidad del
UMELISA CHAGAS® fue de 99,33 % (IC,,,, 98,88-99,78) y en otras pruebas
se han reportado resultados similares (24-27).

La especificidad analitica, parametro que depende del principio de la
prueba y del material que se investiga, resulté ser del 100 %, lo que indica
que la incorporacion de los nuevos péptidos sintéticos en el UMELISA
CHAGAS?® permite detectar correctamente el analito de interés sin
interferencia de ningun otro compuesto semejante.

El estudio de concordancia utilizando el indice kappa presenta diversas
ventajas, destacandose su simpleza logistica, la sencillez del andlisis
estadistico y una amplia aplicabilidad en la evaluacién de métodos diferentes
(28). En la préctica, cualquier valor de kappa mayor de 0,6 denota una
buena concordancia. Un problema del uso de este indice es que sus valores
dependen de la prevalencia de las muestras de cada categoria, lo que
posibilita la comparacién entre los diferentes indices utilizados en los estudios
(13). En este caso, se obtuvo un valor de kappa de 0,97, lo que refleja muy
buena concordancia entre el UMELISA CHAGAS® con los nuevos péptidos
sintéticos incorporados y las diferentes pruebas de referencia empleadas. En
estudios sobre el desempeiio del kit ELISA Chagas IICS®, version 1, también
se obtuvo una muy buena concordancia (24).

La eficacia o probabilidad de que un individuo sea clasificado correctamente
por la prueba alcanzara su valor éptimo con aquella técnica que no arroje
falsos resultados positivos y negativos (13). En el presente estudio, el UMELISA
CHAGAS® con la nueva modificacion en su fase sélida obtuvo una eficacia de
98,96 %, con 10 muestras falsas positivas y 10 muestras falsas negativas. Las
posibles explicaciones para los resultados falsamente negativos y positivos
incluyen la presencia de diferentes antigenos (lisado natural, proteinas
recombinantes y péptidos sintéticos) en las fases sélidas y la diversidad de
metodologias empleadas en las pruebas de referencia (23).
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Las principales limitaciones del estudio fueron la dificultad para adquirir
muestras caracterizadas en las tres etapas de la enfermedad y las requeridas
para determinar la reactividad cruzada con parasitos en estrecha relacion
filogenética con T. cruzi, asi como las pruebas de referencia para una segunda
evaluacion de las muestras discordantes.

Los resultados de la evaluacion del UMELISA CHAGAS® con la
incorporacion de nuevos péptidos monoméricos y quiméricos representativos
de diferentes regiones del parasito, demostraron su adecuado desempefio
en la deteccion de anticuerpos contra T. cruzi en paises endémicos y no
endémicos para la enfermedad de Chagas. Estos resultados permiten
recomendar su uso para el inmunodiagndstico, la certificacion de sangre y la
vigilancia epidemioldgica en paises endémicos y no endémicos con poblacion
de alto riesgo, asi como para incorporar péptidos representativos de otras
regiones inmunodominantes del parasito.
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Malaria en poblaciones con ocupacion minera,
Colombia, 2012-2018

Daniela Salas, Dora Yurany Sanchez, German Achury, Fabio Escobar-Diaz

Maestria en Salud Publica y Desarrollo Social, Fundacion Universitaria del Area Andina, Bogots,
D.C., Colombia

Introduccién. La malaria representa uno de los mayores desafios de salud publica,
principalmente en los paises pobres. Ciertas caracteristicas sociales de Colombia, como la
migracion, el trabajo informal y la escasez econdémica, favorecen la mineria ilegal. El andlisis
de la situacion de la malaria en estas areas permite establecer una guia para la prevencion,
el control y el tratamiento de la enfermedad en los programas de salud publica existentes.
Obijetivo. Describir la situacion de la malaria en las poblaciones mineras colombianas entre
el 2012 y el 2018.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo y retrospectivo que incluyé la
creacién de graficos y mapas. Para el andlisis estadistico se utilizaron la correlaciéon de
Pearson y el indice de Moran.

Resultados. Entre el 2012 y el 2018, se notificaron 44.032 casos de malaria en la poblacién
minera, 43.900 de malaria no complicada y 132 de malaria complicada, asi como tres
muertes, dos por Plasmodium vivax y una por infeccion mixta. Hubo una disminucién

del 44,7 % de los casos en el periodo evaluado. La tasa de riesgo en el 2012 fue de 2,5
casos por 1.000 habitantes; el 87,3 % de los casos se presenté en hombres y el 37,9 %

en personas entre los 20 y los 29 afos, en tanto que el 46,7 % de la poblacion estudiada
estaba conformada por afrocolombianos. Se encontré una posible correlacion lineal positiva
moderada entre mayor la actividad minera, mayor el numero de casos de malaria en
mineros. El indice de Moran global evidencié una agrupacién espacial significativa de los
casos de malaria en zonas con industria minera en los municipios del Pacifico colombiano.
Conclusiones. La disminucién en la notificacion de casos durante el periodo evaluado
podria atribuirse a un subregistro del Sistema de Vigilancia en Salud Publica (Sivigila), ya

que la mayoria de los mineros no tienen trabajos formales, lo que dificulta su acceso a los
servicios de salud. Se recomienda un estudio de cohorte en areas endémicas para establecer
una relacion directa entre la explotacién minera y la presencia de casos de malaria.

Palabras clave: malaria; enfermedades transmitidas por vectores; mineria; vigilancia en
salud publica; Colombia.

Malaria in populations with mining occupation, Colombia, 2012-2018

Introduction: Malaria represents one of the biggest public health challenges, mainly in
poor countries. Colombia has social characteristics such as migration, informal work, and
economic shortages that favor illegal mining activities. The study of the malaria situation in
these areas would allow establishing the bases for its prevention, control, and treatment in
the existing public health programs.

Obijective: To describe the malaria situation in Colombian mining populations between
2012 and 2018.

Materials and methods. We conducted a retrospective descriptive study with graphs and
maps. For the statistical analysis, we used Pearson’s correlation and Moran’s index.
Results. From 2012 to 2018, 44,032 cases of malaria were reported in the mining
population, 43,900 of uncomplicated malaria and 132 of complicated malaria, and three
deaths, two due to Plasmodium vivax and one due to mixed infection. During this period,
there was a decrease of 44.7% in cases. The risk rate in 2012 was 2.5 cases x 1000
inhabitants; 87.3% of cases were in men, and 37.9% corresponded to the 20 to 29-year-old
age group while 46.7% were AfroColombians. We found a possible moderate positive linear
correlation: The greater the mining activity, the greater the number of malaria cases. The
global Moran index indicated a significant spatial grouping of cases in mining activities in
Colombian Pacific municipalities.

Conclusions. The case notification decrease during this period could be attributed to an
underreporting of the public health surveillance system (Sivigila) system, as most miners
do not have formal jobs, which prevents them from accessing health services. A cohort
study is recommended in endemic areas to establish a direct relationship between mining
exploitation and the occurrence of malaria cases.

Keywords: Malaria; vector borne diseases; mining; public health surveillance; Colombia.
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La malaria o paludismo es una enfermedad infecciosa generada por una
variedad de parasitos protozoarios pertenecientes al género Plasmodium
y transmitida por la hembra del mosquito Anopheles. Se han identificado
cinco especies distintas de plasmodios que infectan a los seres humanos:
P, falciparum, P, vivax, P malariae, P ovale y P knowlesi (1). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) disefi6 la Estrategia Técnica Mundial contra la
Malaria, 2016-2030, un ambicioso plan que aspira a lograr el control y la
eliminacion de la enfermedad, y cuyo objetivo global es reducir en mas del 40 %
la incidencia y la tasa de mortalidad para el 2030 (2).

En Latinoamérica, la malaria constituye uno de los grandes desafios de
salud publica, pues se la considera endémica en la mayor parte de los paises
y afecta la salud de aproximadamente 102 millones de personas que se creen
en riesgo de contraer la enfermedad (3), principalmente en paises pobres y
marginados. Se afirma que hoy el impacto de la malaria va mas alla del nimero
de fallecimientos, pues se ha convertido en un factor limitante para el progreso
de las sociedades asociado con situaciones de pobreza y retraso del desarrollo
social, escolar y laboral, con la consiguiente imposibilidad de lograr un adecuado
crecimiento econdmico en los diferentes territorios donde es endémica.

Durante las ultimas dos décadas, cerca del 40 % del territorio colombiano
ha sido objeto de la explotacion de minerales e hidrocarburos (4), actividad
que se ha consolidado como uno de los sectores estratégicos para la
economia nacional, ya que es responsable de financiar cerca del 85,4 % del
gasto publico y contribuye con el 7 % al producto interno bruto (PIB) (5). Sin
embargo, la ubicacion de las minas en zonas endémicas para malaria hace
que los costos del tratamiento, la incapacidad laboral y los desenlaces fatales
contribuyan a la disminucién del ingreso familiar y afecten los esfuerzos del
Estado para su control, lo que termina por perjudicar la economia nacional (6).

Este panorama ha estado acompafnado por la rapida expansion de la
mineria ilegal, lo que expresa un problema de orden social e informalidad
que tiene un importante impacto econémico y de salud publica, puesto que
solo cerca del 20 % de las minas registradas en Colombia cuentan con
titulo minero (7). Ademas, la mineria ilegal se ha vinculado al patrocinio
de actividades igualmente ilicitas, como la financiacion del terrorismo y de
bandas dedicadas al narcotrafico, entre otros (5).

El vinculo entre la malaria y la poblacion dedicada a las actividades mineras,
es uno de los problemas de salud en el que confluyen factores sociales de gran
impacto, cuya eliminacion requiere de medidas de gran alcance destinadas, no
solo al control de la enfermedad, sino también a comprender particularidades
de la poblacién, como los fenémenos de migracion que favorecen la circulacion
de personas infectadas con malaria entre los sitios donde se ejerce la
mineria, ademas de caracteristicas ambientales, como la altitud, el clima, o la
intensidad de la lluvia, que favorecen la adaptacion de los mosquitos andfeles, y
caracteristicas clinicas, como las infecciones asintomaticas o la automedicacion
que da paso a la resistencia a los medicamentos (8).

La malaria afecta de forma importante a las personas que ejercen
la mineria de forma ilegal, factor que pone de manifiesto el caracter
hiperendémico de las areas donde se lleva a cabo esta actividad. La
automedicacion sistematica por parte de los pacientes que utilizan
artemisinina y otros farmacos similares sin seguir el ciclo completo de
tratamiento, es un riesgo grave que aumenta la resistencia a los medicamentos
empleados contra las infecciones por P, vivax y P.falciparum (9).
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Es indispensable un nuevo enfoque para comprender integralmente los
cambios en el panorama epidemioldgico de la malaria en Colombia, lo que
incluye abordar la poblacién dedicada a los diferentes tipos de mineria en
el pais notificada en el Sivigila entre el 2012 y el 2018. Asimismo, deben
emprenderse analisis cuyos resultados contribuyan a la formulacién o
reorientacién de las politicas publicas de prevencion, control y tratamiento de
la malaria en esta poblacién, asi como a implementar las recomendaciones
de estudios previos en torno al robustecimiento de los programas en salud
publica existentes, haciéndolos mas funcionales y propiciando una mayor
sensibilizacion de las instituciones estatales y de la poblacion que practica la
mineria en el territorio colombiano (8,10).

En este contexto, el objetivo del estudio fue describir la situacion de la
malaria en la poblacién minera en Colombia entre el 2012 y el 2018. Se
determinaron las caracteristicas sociales y demograficas de la poblacién
minera afectada por la malaria, y se estimo la relacion existente entre la
explotacion minera y la aparicion de casos.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo y retrospectivo con un universo de
407.795 casos de malaria registrados en las bases de datos del Sivigila
en la plataforma del Instituto Nacional de Salud (11) entre la semana
epidemioldgica 01 de 2012 y la semana epidemioldgica 52 de 2018.

Los datos corresponden a casos confirmados de malaria notificados por
los servicios de salud del pais, de los cuales se seleccionaron solo 44.032
(10,79 %) para el analisis después de excluir aquellos que no correspondian
a la poblacién minera, asi como los registros duplicados y que no tuvieran la
informacion completa. Los datos de produccion de oro del pais se tomaron
del Sistema de Informacién Minero Energético Colombiano, publicados como
datos abiertos en su sitio Web para los afos 2012 a 2018; la informacion
sobre mineria ilegal se tomd de los mapas publicados por la Asociacion
Colombiana de Mineria (12).

Se disefi6 y valido una base de datos en Microsoft Excel para almacenar
la informacion recopilada. Las variables epidemioldgicas y mineras definidas
para el estudio fueron: numero total de casos de malaria de 214 municipios,
especies de parasitos, poblacion en riesgo, y produccién anual de oro por
municipios y distritos mineros (163 municipios) durante el periodo de estudio.

El indice parasitario anual se calculé utilizando el nimero total de casos
de malaria entre la poblacién con ocupaciéon minera en cada municipio segun
el Sivigila y la poblacion total en riesgo por municipio a nivel nacional para
cada afio del periodo de estudio segun el Ministerio de Salud y Proteccién
Social, la cual se calculé por cada 1.000 habitantes.

Se uso el programa IBM SPSS Statistics Base 22.0™ para hacer el
analisis estadistico y de correlacion de Pearson. El programa Microsoft
Excel™ se empled para crear graficos, en tanto que los mapas y el andlisis
de Moran se hicieron con ArcGis 10.8™.

Los datos de distribucion de la poblacion por afio y municipios, asi como
los shapefiles de Colombia, se obtuvieron del Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica (DANE) (13) y se utilizaron como base para el
andlisis espacial encaminado a determinar la distribucion de los casos de
malaria y de las minas de oro en Colombia.
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La significacion estadistica se establecié con probabilidades menores del
5 % (p<0,05). Para el analisis de los datos, se recurrié a una correlacion lineal
de Pearson, con el fin de establecer la relacion entre la producciéon minera
de oro y los casos notificados de malaria entre el 2012 y el 2018 en los 214
municipios de explotacion minera de oro que presentaron, por lo menos, un
caso de malaria.

Las bases de datos se depuraron siguiendo las recomendaciones del
sistema de vigilancia (Sivigila) con base en las reglas de validacién, cédigo
variable, fecha de notificacién, unidades generadoras de datos primarios y
unidades notificadoras, lo que permitié la evaluacion de los casos duplicados.
Se establecié un plan de analisis de las variables para calcular las
frecuencias absolutas y relativas.

En cuanto al analisis estadistico espacial, se aplico el indice global de
Moran para verificar el patrén espacial de los casos de malaria notificados en
la poblacion minera, y se hizo la autocorrelacion espacial mediante el andlisis
de conglomerados y valores atipicos para determinar puntos calientes, puntos
frios y valores atipicos espaciales estadisticamente significativos (p<0,05)
con el uso del programa ArcGIS 10.8.

Conforme a lo dispuesto en la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud y Proteccion Social de Colombia, que define las normas cientificas,
técnicas y administrativas para la investigaciéon en salud, este estudio se
clasificé como una investigacion sin riesgo debido a su caracter retrospectivo
gue no contempla intervenciones o modificaciones intencionadas en las
variables bioldgicas, fisioldgicas, psicoldgicas o sociales.

Resultados

Entre el 2012 y el 2018, se notificaron a nivel nacional 407.795 casos de
malaria, de los cuales el 46,6 % se debio a infecciones por P. falciparum, el
51,4 % por P.vivax y el 2 % por infeccidon mixta, con 5.443 casos de malaria
complicada, 402.497 casos de malaria no complicada y 137 muertes.

En el periodo se notificaron 44.032 casos de malaria en la poblacion
minera, de los cuales 43.900 fueron de malaria no complicada, 132 de malaria
complicada y tres muertes, dos por P, vivax y una por infeccién mixta. Predominé
la infeccidn por P vivax, con 51,87 % (22.841 casos), seguida por P, falciparum,
con 46,2 % (20.344 casos). Los casos de malaria en la poblacién minera
disminuyeron progresivamente en un 44,7 % entre el 2012 y el 2018 (figura 1).
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Figura 1. Distribucién de casos de malaria en poblacién minera, Colombia, 2012-2018
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Los departamentos de Chocd, Antioquia, Bolivar y Narifio registraron el
90,5 % de los casos de malaria no complicada en poblaciéon minera. El riesgo
epidemioldgico de malaria para los 214 municipios con este tipo de casos en
el 2012, fue de 2,5 casos por cada 1.000 habitantes en riesgo (poblacion del
area rural) y, en el 2018, fue de un caso por cada 1.000 habitantes en riesgo.
Los casos se concentraron en la poblacién masculina, con 38.479 casos (87,3
%). La distribucion por edad mostré que el grupo de 20 a 24 afos fue el mas
afectado con 8.506 casos (19,3 %); seguido del grupo de 25 a 29 afios con
8.231 casos (18,6 %). En cuanto a la pertenencia étnica, 20.574 casos (el 46,7
%) se notificaron como poblacion afrocolombiana; en la poblacién indigena, por
su parte, la notificacion fue solo de 1.322 casos (el 0,03 %) y 22.046 (51,1 %)
casos no correspondian a ninguna poblacidn étnica especifica.

Segun lo reportado por la Agencia Nacional de Mineria, los municipios de
El Bagre, Segovia y Remedios en Antioquia, y Quibd6 en Chocd, son los de
mayor extraccion legal de oro del pais. Sin embargo, en las mismas zonas
donde se realiza esta actividad de forma legal, con el pasar de los afios se
ha percibido un aumento de la mineria ilegal, especialmente en el Pacifico y
la Amazonia. En estos mismos municipios se registraron casos de malaria,
siendo los de mayor numero de casos acumulados Quibdd (Chocd) con
5.958 casos, El Bagre (Antioquia) con 4.979 casos y Barbacoas (Narifio) con
2.937 casos (figura 2).

En el analisis de correlacion lineal de Pearson, se encontrd una posible
correlacién lineal positiva moderada, con un coeficiente R2de 0,5, lo que nos
indicaria que se espera que, a mayor produccién minera de oro, mayor sea
el numero de casos de malaria en la poblacion minera; los datos presentaron
una alta dispersion, siendo los municipios de El Bagre, Segovia, Remedios
y Quibdé los de mayor produccion de oro durante los afos del estudio, por
encima del millén de gramos por afio (figura 3).

En cuanto al andlisis estadistico espacial, se aplicé el indice global de
Moran para verificar el patrén espacial de los casos de malaria que mide
la autocorrelacion espacial basada en las ubicaciones y los valores de las
entidades simultaneamente, y evalua si el patrén expresado esta agrupado,
disperso o es aleatorio. El indice global de Moran indicé una agrupacion
espacial significativa de los casos de malaria en poblaciéon minera; la
autocorrelacion espacial evidencidé un grupo bajo-bajo en la regién del Caribe
y centro del pais, y es importante aclarar que en estas zonas se presenté
el 0,05 % de los casos de malaria en poblacion minera; ademas, otro grupo
alto-alto y otro alto-bajo, con el 81,9 % del total de los casos analizados
(36.065/44.032 casos) ubicado en el 19,2 % de los municipios con casos de
malaria (42/214 municipios).

Dada la puntuacién Z de 11,69, este resultado evidencié que existe
una probabilidad menor del 1 % de que el patron de agrupacion pueda ser
producto de una verosimilitud aleatoria, por lo tanto, los datos estadisticos
permiten afirmar que los casos de malaria siguieron un patrén de distribucién
agregado (figura 4).
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Fuente: Sivigila, Instituto Nacional de Salud y SIMEC, Unidad de Planeacién Minero-Energética, Colombia
Figura 2. Distribucion de casos de malaria, producciéon de gramos de oro por municipio y municipios con reporte
de mineria ilegal, Colombia, 2012-2018
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Figura 3. Dispersion de produccion minera de oro y casos de malaria en poblaciéon minera, Colombia, 2012-2018
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Figura 4. Distribucion del andlisis de conglomerados y valores atipicos (Anselin
Local Moran |) para casos de malaria en poblacién minera en Colombia, 2012-2018

Discusion

El objetivo del estudio era describir la situacion de la malaria en la
poblacion con ocupacion minera en Colombia entre el 2012 y el 2018. Segun
los resultados obtenidos, se pudo establecer una posible correlacién entre la
explotacion minera de oro y los casos de malaria, lo que permite inferir los
datos a los individuos que habitan en los municipios con casos de malaria y
con explotacion de oro. En algunos estudios en paises donde se practica la
mineria, como Brasil, se ha encontrado una asociacion entre la extraccién de
oro y el incremento en la incidencia parasitaria anual (14).
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En el mapeo de las zonas mineras del pais, se establecié una mayor
frecuencia de poblacién con malaria en el Pacifico colombiano, con una
posible correlacion lineal positiva moderada en algunos municipios de esta
region. En un estudio del Observatorio Nacional de Salud en el Choco, el
departamento con mayor produccién aurifera del pais, se encontré una
importante asociacion entre los casos de malaria y la produccion de oro (15).
En otro estudio similar, se ubicaron las minas de oro ilegales mediante datos
satelitales del pais y estos coincidieron con informes oficiales sobre casos de
malaria, lo que sugiere que cuando un area contiene minas de oro ilegales en
una hectarea, aumenta el indice parasitario anual (16).

En el presente estudio, se establecié que el 87 % de los casos se
dio en hombres, y el 38 % eran personas en la etapa productiva, con
edades entre los 20 y los 29 anos; esta caracteristica es frecuente en las
actividades mineras que requieren de gran esfuerzo fisico. Algunos estudios
sugieren que los hombres tienen un riesgo mayor de presentar malaria, lo
que probablemente se relaciona con factores que afectan la exposicion al
mosquito, como la extraccidon minera de oro a cielo abierto (15).

Ademas, el 12,8 % de la poblacion es mayor de 50 afos, un grupo de edad
que se encuentra al final de su etapa productiva; también, se establecio la
presencia de mujeres, nifios y adolescentes que registraron la mineria como su
principal ocupacion y, a veces, como su unica fuente de sustento, debido a la
baja escolaridad y la ausencia de afiliacion a la seguridad social, perpetuando
esta forma de vida para las siguientes generaciones (17). Ademas, la falta de
medidas eficaces de control, su desconocimiento cuando las hay, la proximidad
de su alojamiento y la migracion propia de estos trabajadores, contribuyen a la
propagacion de enfermedades como la malaria (8).

Segun el censo nacional minero de 2010-2011, de 4.133 minas de
oro censadas, solo 549 (13,3 %) poseian titulo minero, por lo que esta
actividad en el pais la desarrollan mayoritariamente mineros artesanales sin
formalizacién laboral (17), factor que dificulta el acceso a los servicios de salud
porque no estan afiliados al sistema general de seguridad social en salud y
tiene implicaciones a la hora de acceder al tratamiento oportuno; ademas, se
ha establecido que las personas con mayor nimero de necesidades basicas
insatisfechas tienen mayor riesgo de presentar malaria (15).

El descenso en la notificacion de los casos al Sivigila en el periodo
evaluado podria atribuirse a un subregistro y a la ausencia del reporte
porque la vigilancia epidemioldgica es pasiva (18). En un estudio de captura
y recaptura, se evidencié un subregistro del 80 % en la notificaciéon de
este evento (19), lo que subraya la necesidad de mejorar los procesos de
capacitacion del personal encargado de la recopilacién de datos, mediante la
implementacion de cursos regulares, el fortalecimiento de los procedimientos
de sensibilizacidn y la presentacion oportuna de informes (20).

El presente estudio entrega un panorama de la situacion actual de la
malaria en la poblaciéon minera y se puede inferir que los casos siguen un
patron de distribucion agregado. Se recomienda hacer un estudio de cohortes
en las zonas afectadas que permita establecer una relacion directa entre la
explotacion minera y la presentacion de casos de malaria. Los resultados que
aqui se reportan podrian emplearse como punto de partida para la construccion
de una politica publica coherente y estructurada, que involucre de forma
integral aspectos ambientales, sociales, econémicos, laborales, de salud
publica y ocupacional con énfasis en poblaciones vulnerables ante la evidente
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desarticulacion institucional que se presenta en torno al fendmeno de la mineria
ilegal en el pais (10). Se debe tener en cuenta el contexto actual de las personas
ocupadas en la mineria con énfasis en la sensibilizacion frente al riesgo, y el
fortalecimiento de las actividades de promocion, prevencion, deteccidn precoz y
oportunidad del tratamiento en esta poblacion a partir de su contexto particular.
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Introduction: Bats have been reported as hosts of the Trypanosoma cruzi protozoan, the
etiologic agent of American trypanosomiasis, an endemic zoonotic disease in México.
Obijective: To describe T. cruzi infection in bats from the states of Campeche and Yucatan,
México.

Materials and methods: Captures were made from March to November, 2017, at three sites
in Yucatan and one in Campeche. Up to four mist nets on two consecutive nights were used
for the capture. The bats’ species were identified and euthanasia was performed to collect
kidney and heart samples for total DNA extraction. Trypanosoma cruzi infection was detected
by conventional PCR with the amplification of a fragment belonging to the T. cruzi DNA nuclear.
Results: Eighty-six bats belonging to five families (Vespertilionidae, Noctilionidae,
Mormoopidae, Phyllostomidae, and Molossidae) and 13 species (Rhogeessa aeneus,
Noctilio leporinus, Pteronotus davyi, P. parnellii, Artibeus jamaicensis, A. lituratus,

A. phaeotis, Glossophaga soricina, Carollia sowelli, Chiroderma villosum, Uroderma
bilobatum, Sturnira parvidens, and Molossus rufus) were captured. Infection frequency

by PCR was 30,2% (26/86) detected only in the renal tissue. The infected species were P.
parnellii, G. soricina, A. lituratus, A. jamaicensis, S. parvidens, C. villosum, and R. aeneus.
Conclusions: Our results confirmed the participation of several bat species as hosts in
the T. cruzi transmission cycle in the region. Further studies are necessary to establish the
importance of these animals in the zoonotic transmission of T. cruzi.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Chiroptera; infections; polymerase chain reaction; México.

Infeccion natural con Trypanosoma cruzi en murciélagos capturados en Campeche y
Yucatan, México

Introduccioén. Los murciélagos se han reportado como huéspedes del protozoario
Trypanosoma cruzi, agente etioldgico de la tripanosomiasis americana, enfermedad
zoonotica endémica en México.

Obijetivo. Describir la infeccién con T. cruzi en murciélagos capturados en los estados de
Campeche y Yucatan, México.

Materiales y métodos. Se realizaron capturas de marzo a noviembre de 2017 en tres sitios
de Yucatan y uno de Campeche. Para la captura se emplearon hasta cuatro redes de niebla
por dos noches consecutivas. Se identificé la especie de los murciélagos capturados y se les
practicé la eutanasia para recolectar muestras de rifidn y corazén, utilizadas posteriormente
en la extraccion de ADN total. La infeccion con T. cruzi se detecté por la amplificacion con
PCR convencional de un fragmento perteneciente al ADN nuclear de T. cruzi.

Resultados. Se capturaron 86 murciélagos pertenecientes a cinco familias (Vespertilionidae,
Noctilionidae, Mormoopidae, Phyllostomidae, Molossidae) y 13 especies (Rhogeessa
aeneus, Noctilio leporinus, Pteronotus davyi, P. parnellii, Artibeus jamaicensis, A. lituratus, A.
phaeotis, Glossophaga soricina, Carollia sowelli, Chiroderma villosum, Uroderma bilobatum,
Sturnira parvidens y Molossus rufus). La PCR mostré una frecuencia de infeccion de 30,2 %
(26/86), detectada unicamente en tejido renal. Las especies infectadas fueron P. parnellii, G.
soricina, A. lituratus, A. jamaicensis, S. parvidens, C. villosum y R. aeneus.

Conclusiones. Los resultados confirmaron la participacion de varias especies de
murciélagos como huéspedes en el ciclo de transmision de T. cruzi en la region. Es
necesario realizar mas estudios para determinar la importancia de estos animales en la
transmision zoondtica de T. cruzi.
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Palabras clave: Trypanosoma cruzi; quirépteros; infecciones; reaccién en cadena de la
polimerasa; México.

Trypanosoma cruzi (of the order Kinetoplastida) is a protozoan parasite
recognized as the causative agent of Chagas disease or American
trypanosomiasis, zoonotic disease with relevance in areas with poverty
conditions and social inequality mainly in Central American countries (1).

In México, approximately 1,100,000 people may be infected with T. cruzi
and 29,500,000 are at risk of infection (2). The Yucatan Peninsula (in the
southeast of México), which includes the states of Campeche, Yucatan,
and Quintana Roo, is an area with numerous cases, mostly due to the
high abundance of Triatoma dimidiata in the peridomestic environment and
eventually inside houses (3). According to the Mexican Direccidn General de
Epidemiologia of the Secretaria de Salud, in 2017 seven cases of chronic
American trypanosomiasis were registered in Campeche while 86 cases of
chronic American trypanosomiasis and one of the acute form were registered
in Yucatan (4).

Trypanosoma cruzi infects more than 400 species of mammals (5). The
most important natural reservoirs are armadillos, wild rodents, and opossums
that help to support the wild transmission cycle (1,6). Other animals such as
dogs (7), pigs, sheep, horses (8), and synanthropic rodents (9,10) have also
been described as T. cruzi accidental hosts.

Bats are the second most diverse group (after rodents) of mammals
worldwide and they are distributed in all natural areas in México (11).
These animals have ecological and commercial relevance because they
are consumers of insects known as pests and they pollinate plants used in
products for human consumption (12). However, bats are also recognized as
natural reservoirs of different viruses (13) and accidental hosts of bacteria (14)
and parasites (15) of relevance for public and animal health.

Several studies have reported the involvement of bats in the T. cruzi
transmission cycle, which has led to the formulation of the hypothesis that
they are parasite ancestral hosts. Later, the parasite was genetically diversified
and adapted to other vertebrate hosts (16). On the American continent,
investigations with bats from Ecuador (17), Colombia (18), Argentina (19),
México (20), and the United States of America (21) have been conducted
where the importance of these mammals in the transmission risk of T. cruzi to
other animals and human populations has been documented (17-21). In this
context, our study aimed to describe T. cruzi infection in bats from Campeche
and Yucatan, México, to contribute to the understanding of the intervention of
bats in the T. cruzi transmission cycle.

Materials and methods
Study sites

Captures were carried out in three sites in Yucatan state and one in
Campeche, México. The sites were selected for their easy access on roads
close to highways and the necessary infrastructure (electricity, clean running
water, and ventilated rooms) to set up a field station.

Site | (Hobonil Ranch) was located in Tzucacab municipality, Yucatan
(20° 01°00.9 “ N and 89° 01’ 11.8” W) and has a warm sub-humid climate
with rainfall during summer and little thermal oscillation. Its average annual
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temperature is 26,1° C, average annual rainfall, 1,097 mm, and average
elevation, 40 m above mean sea level (mamsl) (22). The ranch’s vegetation
is composed of medium sub-deciduous forest areas with different uses and
areas with introduced species for pasture and forage (23).

Site Il (Ich Ha Lol Xaan Recreational and Ecotourism Center) was located
in the town of Hampolol, Campeche (19° 56’ 16” N and 90° 22’ 21” W). lts
climate is tropical with rains in summer, an average annual temperature of
26,6° C, and an average annual rainfall of 1,088 mm. The average elevation
is 10 mamsl| and the vegetation is composed of several types of tropical
forests (medium sub-deciduous, medium sub-evergreen, and low flood sub-
evergreen), aquatic, and secondary vegetation (24).

Site Il (San Francisco Ranch) was located in Panaba municipality, Yucatan
(21°21748.2” N and 88° 19’ 23.6” W). It has a warm sub-humid climate with
rains in summer, an average annual temperature of 25,6° C, and an average
annual rainfall of 1,049 mm. The average elevation is 17 mamsl (25) and the
vegetation is predominantly deciduous rainforest; however, due to agricultural
and livestock activities, it has been profoundly transformed (26).

Site IV (Campus of Biological and Agricultural Sciences) was located in the
Cuxtal Ecological Reserve, Mérida, Yucatan (20° 52' 02" N and 89° 37' 29"
W). The climate is warm sub-humid with rains in summer, an average annual
temperature of 26° C, and an average annual rainfall of 984,4 mm. The average
elevation is 10 mamsl (27). The surface is mainly covered with secondary
vegetation in different stages of regeneration (85 % of the total area) while the
rest (15 %) is land with agricultural (cornfields, grasslands, henequenals, or
other crops) or livestock uses, family gardens, streets, and houses (28).

Bat captures

The captures were carried out in March (site I), May (site Il), August (site 1lI),
and November (site IV) 2017. Up to four mist nets (12 m wide x 2,5 m high) were
installed on each study site in two consecutive nights, situated around bodies
of water, fruit trees, cave entrances, or abandoned buildings. The nets were
open from 6:00 p.m. to 11:00 p.m. and checked every 20-30 min (depending on
the bats activity). All the captured bats were removed from the nets and were
placed in a cloth bag. Subsequently, they were transported to the field station.

Individual variables register and biological samples conservation

At the field station, euthanasia was performed in all the studied bats
following the guidelines described by the American Veterinary Medical
Association (29). Subsequently, we identified the species of each captured
individual as described by Medellin, et al. (30), and Reid (31) and we
registered their sex (male or female), reproductive status (mature or immature;
in males, mature bats were individuals with descended testicles; in females,
mature bats were pregnant or with alopecia areas around the nipples), and
age (juvenile or adult, according to Torres-Castro, et al. (15)).

Heart (atria and ventricles) and kidney (cortex and pelvis) fragments
from each bat were collected and deposited in a 1.5 ml microcentrifuge vial
(Eppendorf™, Germany) with 99% ethanol. All the samples were stored
at 4° C and transferred to the Laboratorio de Enfermedades Emergentes
y Reemergentes at the Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo
Noguchi” of Universidad Auténoma de Yucatan where they were stored at
-80° C until their use for total genomic DNA extraction.
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Total DNA extraction and quantification

Before the total DNA extraction, all tissues were washed to remove
excess alcohol. Then, 25 mg of heart or kidney cut into small fragments were
embedded in 25 pl of proteinase K (Omega Bio-tek Inc., USA) and lysis buffer;
the mixture was incubated at 56° C overnight. Using a commercial kit (DNeasy
Blood & Tissue Kit™, QIAGEN, Germany) and following the manufacturer’s
specifications. DNA extraction was performed on 86 hearts and 70 kidneys
(it was not possible to collect the kidney samples from the bats from site I,
Hobonil Ranch). The extracted DNA was evaluated on a spectrophotometer
(NanoDrop2000™, Thermo Scientific, USA) and then stored at -79° C.

Detection of Trypanosoma cruzi infection

The T. cruzi detection was performed on all collected tissues by
conventional PCR using the oligonucleotides TCZ1 and TCZ2, which amplify
a tandem repeated fragment of 188 base pairs (bp) belonging to a region of
the nuclear DNA of T. cruzi (32).

The molecular reaction included the following reagents (final concentrations):
1X PCR buffer, 2,5 mM of MgCl,, 0,2 uM of each oligonucleotide, 1 U Taq
polymerase (Thermo Scientific, USA), 0,2 mM of dNTP’s, 3 pl of template DNA
(heart or kidney), and molecular biology grade water sufficient for 25 pl (final
volume). The conditions in the thermal cycler were a five-minute stage at 94° C
followed by 35 cycles of ten seconds at 94° C, 30 seconds at 55° C, and 30
seconds at 72° C. The final extension was for five minutes at 72° C.

All reactions included positive (genomic DNA extracted from rodent organs
experimentally infected with a T. cruzi lineage I) and negative controls (all
reaction reagents but with no template DNA). Electrophoresis was performed
on 1% agarose gels stained with ethidium bromide. The gels were then
visualized in a photo-documentation system (Bio-Rad, USA) to record the
results.

Statistical analysis

We used descriptive statistics to determine the T. cruzi infection frequency
and the frequency of each variable (age, sex, and reproductive condition)
collected in the studied bats. Additionally, we explored the association strength
of each variable with the infection frequency using a chi-square test (y2). Data
were analyzed on the Epiinfo™ program (version 7.2.3.0) (CDC, USA); p<0,05
was considered the value of statistical significance.

Bioethical guidelines

The Mexican Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
approved the extraction of the captured animals (minutes SGPA/DGVS/
03705/17 and SGPA/DGVS/01186/17). The Bioethics Committee of the
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (minutes CB-CCBA-1-2018-001)
approved the capture, sacrifice, and biological sampling of the studied bats.

Results

Eighty-six bats of 13 different species belonging to five families were
captured. Table 1 shows the family with the greatest richness: Phyllostomidae
with eight distinct species and the species with the highest number of
individuals captured: A. jamaicensis, present in all study sites.
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PCR results showed an overall infection rate of 30.2% (26/86). All positive
reactions corresponded to renal tissue extractions. The species with infected
individuals were: A. jamaicensis, G. soricina, C. villosum, P. parnellii, A. lituratus,
R. aeneus, and S. parvidens, each one with different infection frequencies
according to the number of captured individuals for each species (table 1). Of the
infected bats, 16 were captured at site 11l (61.5%) and 10 at site Il (38.5%).

Table 2 shows the values and frequencies of the individual variables
considered in the bat population under study, as well as those from bats
infected with T. cruzi. The y2test showed no significance for any of the
evaluated cases (p>0.05).

Table 1. Family, species, total number of captured and infected bats per study site in Yucatan and
Campeche, Mexico

Site | Site Il Site lll Site IV Infected by species

=

Family Species

n n n n (n) (%)
Vespertilionidae Rhogeessa aeneus 0 0 1 0 1 1 (100)
Noctilionidae Noctilio leporinus 0 6 0 0 6 0 (0)
Mormoopidae Pteronotus davyi 2 0 0 0 2 0 (0)
Pteronotus parnellii 0 6 0 0 6 4 (66.7)
Phyllostomidae  Artibeus jamaicensis 6 7 12 20 45 10 (22.2)
Artibeus lituratus 0 1 1 0 2 2 (100)
Artibeus phaeotis 3 0 0 0 3 0 (0)
Glossophaga soricina 0 1 3 1 5 4 (80)
Carollia sowelli 0 2 0 0 2 0 (0)
Chiroderma villosum 0 1 6 0 7 4 (571)
Uroderma bilobatum 0 1 0 0 1 0 (0)
Sturnira parvidens 0 1 0 0 1 1 (100)
Molossidae Molossus rufus 5 0 0 0 5 0 (0)
Total 16 26 23 21 86 26

Table 2. Values and frequencies of the bats captured and infected
with Trypanosoma cruzi in sites of Yucatan and Campeche, México

Captured bats* Bats infected with

n % TrypanosoTa cruzi**
n %

Study sites

| 16 (18.6) 0 (0)

Il 26 (30.2) 10 (38.5)

1] 23 (26.8) 16 (61.5)

v 21 (24.4) 0 (0)
Sex

Male 48 (55.8) 10 (38.5)

Female 38 (44.2) 16 (61.5)
Age

Juvenile 28 (32.6) 8 (30.8)

Adults 58 (67.4) 18 (69.2)
Reproductive condition

Active 50 12 (46.2)

Inactive 36 14 (53.8)
* n=86
** n=26
Discussion

We captured individuals from five families and 13 species of bats, i.e.,
20.3% of the total number of species found in the Yucatén Peninsula (33).
The most abundant species by capture was A. jamaicensis, which is widely
distributed in the Yucatan Peninsula as it is tolerant to ecosystem fragmentation
and can colonize a wide variety of natural or artificial shelters (34).
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In México, there are reports of T. cruzi natural infection in several bat
species (20,35,36). In our study, five species were found to be infected in
each state (Campeche and Yucatan) amounting to a total of seven distinct
infected species in all the study sites. This diversity of infected species
captured at specific sites underlines the need to evaluate T. cruzi distribution
in the different epidemiological environments that could be influencing the
transmission dynamics in bat populations, such as the abundance of other
vertebrate hosts and the circulating species of insect vectors, as well as bat
behavior and ecology (20,37,38).

In a first study conducted with bats from Molas, Yucatan, infection with T.
cruzi was described in A. jamaicensis, A. lituratus, and S. parvidens (35). In
this sense, our reports for C. villosum, G. soricina, and R. aeneus are the first
in Yucatan. Additionally, in another study in bats from Calakmul, Campeche, A.
jamaicensis, A. lituratus, S. parvidens, S. ludovici, C. brevicauda, and Myotis
keaysi were found to be infected (20) while here we present unprecedented
reports of T. cruzi infection in P. parnellii and G. soricina individuals captured
in Campeche.

In a study on bats from Morelos (central México), T. cruzi infection was
described in A. jamaicensis, G. soricina, S. parvidens, and Choeronycteris
Mexicana (36). In the context of these findings and the results from studies on
bats in Yucatan (35) and Campeche (20), we present here the first evidence
of T. cruzi infection in C. villosum individuals captured in Mexico. Previously,
Pteronotus parnellii had been reported as parasitized by T. cruzi in the state
of Morelos (36).

At the international level, there are also reports of T. cruzi infection in bats
of different genera. For example, in Colombia, infected individuals of Carollia,
Desmodus, Glossophaga, Noctilio, Peropteryx, Phyllostomus, and Artibeus
genera have been reported and A. lituratus and C. villosum species were
suggested as T. cruzi accidental hosts (18), which coincides with our results.
Likewise, in Ecuador, infections in individuals of Artibeus and Myotis genera
and G. soricina species have been reported (17); this last species was also
detected as infected in our study. In Brazil, A. lituratus and G. soricina were
registered as accidental hosts for T. cruzi (39). In South America as well,
specifically in Peru, infections in Phyllostomus, Diaemus, Trachops, and
Desmodus specimens have been reported (37). However, none of these
infected species coincide with those found in the bat population studied in
Campeche and Yucatan, although it is important to note that not all species
circulate in both study regions (Peru and México).

There are several hypotheses about T. cruzi transmission routes to bat
populations. These mammals are usually established in caves, trees, or
artificial constructions (buildings and houses), places where T dimidiata and
other triatomines, as those reported in Ecuador, such as Cavernicola pilosa
(associated with Myotis sp.) and Triatoma dispar (associated with Molossus
molossus) have been detected (17). Cavernicola pilosa has also been found
in roost sites of at least nine bat species within five families (40,41).

These findings are relevant for human health because triatomines
associated with bats species might opportunistically feed on and transmit
trypanosomes to humans (17,38) and they also demonstrate that bats and
triatomines share the same area and shelters considered to be restricted to
sylvatic environments (17); therefore, there is a probability of T. cruzi vectorial
transmission to bat populations (42,43).
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In this context, in a study in which massive sequencing (12S RNA gene)
was used to analyze the abdominal contents of 14 triatomines (7. dimidiata)
collected in Yucatan, at least 14 species of vertebrate animals were described
as food sources for these insects, among them, Artibeus bats; consequently,
the authors concluded there is the probability that this bat genus participates
in the stability of the T cruzi transmission cycle contributing to the parasite
enzootic expansion in the wild environments of the study region (5,16,44)
since some Artibeus species (including A. jamaicensis) have been captured
around and inside rural houses in the Yucatan Peninsula (35).

Infections in bat species belonging to the insectivorous trophic level may
have been caused by the intake of triatomines hosting the parasite. Thomas,
et al. (45), confirmed this in Artibeus, Carollia, Glossophaga, and Molossus
individuals when triatomines experimentally infected with T. cruzi were given
to them for consumption. Finally, T. cruzi transmission during the gestation
period (vertical or congenital), or the lactation stage, has also been described
in bats (46).

The presence of T. cruzi DNA was only detected in the renal tissue of the
studied bats. Although unexpected, as T. cruzi usually invades the cardiac
cells (1), this may be explained by many factors, among them, the virulence
of infectious strain (19). In this context, in experimental conditions is has been
shown that a limited distribution in the affected vertebrate hosts’ organism can
be generated depending on this characteristic (19,47,48). Likewise, T. cruzi
did not persist in the cardiac tissue of experimentally infected mice (49,50).

Further studies are necessary to determine the infective strains in the
bat populations of the region, as well as the distribution and the damage
that the parasite may cause in organs and tissues (16). Infected bats with T.
cruzi may have implications for public health (5,16,21,37) considering that
T. dimidiata lodges in cracks or dark spaces in rural homes to feed on its
inhabitants (42,43). In this respect, Ramirez, et al. (38) have shown through
cloning and blood culture the infection with T. cruzi strains transmitted from
bats to humans. Additionally, Villena, et al. (37), suggest that bats with chronic
infections in their salivary glands can contaminate fruits and vegetables with
viable parasites deposited in their saliva, which allows T. cruzi transmission
to human populations and other susceptible animals through the intake of
contaminated food.
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