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Resumen 
Los protozoarios se encuentran entre los patógenos parasitarios más comunes presentes en 
las muestras ambientales, siendo considerados un problema importante de salud pública 
debido a su asociación con numerosos brotes de enfermedades trasmitidas por el agua en todo 
el mundo. Además, la presencia de este tipo de microorganismos en fuentes hídricas 
representa un gran reto en la producción de agua potable, debido a que sus formas quísticas 
son altamente persistentes en el ambiente y resistentes a los tratamientos de desinfección 
convencionales aplicados para la producción de agua apta para el consumo humano. 
 
 
En este trabajo, el objetivo fue detectar la presencia de Giardia duodenalis, Cryptosporidium 
spp., Cyclospora cayetanensis, Toxoplasma gondii y Entamoeba histolytica, e identificar las 
subpoblaciones de G. duodenalis y Cryptosporidium spp., en agua cruda y tratada de cuatro 
plantas de tratamiento para la producción de agua potable del Departamento de Nariño, 
Colombia. Para ello, se analizaron 110 muestras de agua de 10 L, a partir de las cuales se 
realizó la recuperación y detección mediante PCR en tiempo real de punto final (qPCR) de los 
parásitos protozoarios en estudio, encontrando la presencia de G. duodenalis en 35/110 (31,8 
%) de las muestras y Cryptosporidium spp. en 9/110 (8,2 %) de las muestras; no se encontró 
ninguna muestra positiva para T. gondii, E. histolytica y C. cayetanensis. G. duodenalis se detectó 
tanto en agua cruda (PTAP: 47,83 %; AV: 18,42 %) como en agua colectada post-tratamiento 

fisicoquímico (26,09 %) y posterior a la desinfección con cloro (50,0 %), en contraste 
Cryptosporidium spp., únicamente se detectó en agua cruda (PTAP: 17,39 %; AV: 13,16 %). 
Los dos agentes patógenos se detectaron tanto en plantas que abastecen agua a la zona urbana, 
como en acueductos que abastecen agua a zonas rurales. Las muestras positivas por qPCR para 
estos dos microorganismos fueron analizadas mediante PCR y análisis de secuenciación, 
encontrando los ensamblajes AI, AII y H de G. duodenalis y la presencia de C. parvum, C. galli, 
C. molnari, Cryptosporidium sp. genotipo II de murciélagos, y Cryptosporidium sp. genotipo VIII 
de aves. Características fisicoquímicas del agua como pH, temperatura del agua, conductividad 
eléctrica, oxígeno disuelto, turbiedad y carbono orgánico total (COT) no presentaron ninguna 
relación estadísticamente significativa con los resultados de la detección molecular. 
 
 
Palabras clave: Parásitos protozoarios, agua cruda, agua tratada, qPCR, análisis de 
secuenciación. 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 

Abstract 

Protozoan parasites are considered a major public-health problem because they are 
associated with numerous outbreaks of waterborne diseases throughout the world. They 
represent a great challenge to the systems producing and distributing water for human 
consumption because their cystic forms are extremely robust, conferring great resistance to 
the disinfection methods conventionally used for their control.  
 
 
In this study, we investigated the presence of Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp., 
Cyclospora cayetanensis, Toxoplasma gondii, and Entamoeba histolytica in both raw and 
treated water samples for production of drinking water in Nariño Department, southwest 
Colombia. We collected 110 water samples of 10 L each, and analyzed them with real-time PCR 
(qPCR). We detected G. duodenalis in 35/110 (31.8 %) of the samples and Cryptosporidium 
spp. in 9/110 (8.2 %) of the samples; no sample was positive for T. gondii, E. histolytica, or C. 
cayetanensis. Giardia duodenalis was detected in samples of both raw water (PTAP: 47.83 %; 
AV: 18.42 %) and water collected either after conventional physicochemical treatment (26.09 
%) or after disinfection by chlorine (50 %), whereas Cryptosporidium spp. were only detected 
in raw waters (PTAP: 17.39 %; AV: 13.16 %). Such couple of pathogens were detected in both 
types of treatment plants supplying water to urban areas and to rural zones. The qPCR-
positive samples for both microorganisms were analyzed with PCR and DNA sequencing, 
which identified assemblages AI, AII, and H of G. duodenalis and C. parvum, C. galli, C. molnari, 
Cryptosporidium sp. genotype II of bats, and Cryptosporidium sp. genotype VIII of birds. The 
physicochemical characteristics of the water, including its pH, ambient temperature, water 
temperature, electrical conductivity, dissolved oxygen, turbidity, and total organic carbon, 
showed no statistically significant relationships with the molecular microbe analysis 
 
 
Keywords: Protozoan parasites, raw water, drinking water, qPCR, sequencing analysis. 
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Introducción 
El agua es un recurso esencial en el desarrollo de la vida, por esta razón actualmente el acceso 

al agua de calidad segura se considera como un derecho fundamental y los problemas 

relacionados con este recurso representan un objetivo de primordial importancia (1–3). Sin 

embargo, todavía más de mil millones de personas carecen de acceso a agua potable en todo el 

mundo, convirtiéndose en un factor de riesgo para los problemas de salud (4–6). En los países 

en vía de desarrollo, las enfermedades relacionadas por la falta de agua o calidad inadecuada, 

ocasionan la muerte anual de aproximadamente 5 millones de personas, de las cuales cerca de 

1,8 millones mueren por enfermedades diarreicas, siendo el 90 % niños menores de cinco años 

(7). 

 

En Colombia, aunque en promedio el 78 % de la población tiene acceso a agua potable, existen 

grandes diferencias de cobertura entre la zona urbana y rural, y se ha reportado que alrededor 

de 1.300 niños mueren al año por enfermedades diarreicas causadas por el consumo de agua 

de calidad insegura (7). Nariño es uno de los cinco departamentos que de acuerdo con su índice 

de riesgo de la calidad del agua para consumo humano (IRCA) de 50,27, se encuentra en alto 

riesgo en el país. En este Departamento, entre los problemas de salud relacionados con el agua, 

la enfermedad diarreica aguda, presenta una tasa de incidencia de 65,8 casos por 1.000 

habitantes y una tasa de mortalidad de 18,2 casos por 1.000.000 habitantes (8). 

 

El riesgo más común y extendido asociado con el agua, es la contaminación por 

microorganismos patógenos como virus, bacterias, protozoarios y helmintos, los cuales 

pueden ser trasmitidos a los cuerpos de agua cuando estos reciben vertimientos de aguas 

residuales, biosólidos, heces de animales domésticos y silvestres, escorrentía urbana o 

escorrentía agrícola (9–12), siendo por ello el agua de calidad insegura considerada como un 

importante vehículo para la transmisión de éstos agentes patógenos (4,13,14). 

 



2 Detección y caracterización molecular de parásitos de interés en salud pública: G. 

duodenalis, Cryptosporidium spp., C. cayetanensis, T. gondii y E. histolytica, en agua cruda 

y tratada de cuatro plantas potabilizadoras del Departamento de Nariño (Colombia) 

 
Entre los microorganismos patógenos que pueden ser trasmitidos por el agua, los parásitos 

protozoarios son de especial relevancia, debido a que son de distribución mundial y tanto en 

países desarrollados, como en vía de desarrollo constituyen una de las principales razones 

para cerca de 4 mil millones de casos de diarrea, que causan anualmente 1,6 millones de 

muertes, siendo por ello consideradas como un problema importante de salud pública (15–

18). Además, este tipo de microorganismos han sido responsables de un gran número de 

brotes alrededor del mundo (19–25). De acuerdo con Efstratiou et al., (2017), en el periodo 

comprendido entre 2011 – 2016 se han reportado al menos 381 brotes a nivel mundial 

causados por la transmisión de protozoos parásitos a través del agua (26). Cryptosporidium 

spp. y G. duodenalis son los agentes etiológicos comunes en la mayoría de éstos brotes, 

seguidos por T. gondii, Acanthamoeba spp., C. cayetanensis, Cystoisospora belli, Blastocystis spp., 

Sarcocystis spp., Naegleria spp., y Balantidium coli (15,27–29). 

 

Así mismo, los parásitos protozoarios representan un gran reto en la producción de agua apta 

para el consumo humano debido a que sus formas quísticas son altamente resistentes a 

diversos factores ambientales y a los desinfectantes convencionales empleados en el 

tratamiento para la producción de agua potable, como por ejemplo la cloración, el cual si bien 

es el método de desinfección más ampliamente utilizado alrededor del mundo, tiene una 

eficacia limitada frente a este tipo de microorganismos (5,30–36). La resistencia de estos 

parásitos protozoarios se debe principalmente a la compleja composición y arreglo de los 

componentes de la pared de los quistes y de los ooquistes (1,37,38). La eficacia de la 

desinfección también puede ser insatisfactoria frente a patógenos presentes en flóculos o 

partículas que los protegen de la acción del desinfectante (16). Se ha descrito que una turbidez 

elevada en el agua puede proteger a los microorganismos de los efectos de la desinfección, 

estimular la proliferación de patógenos y generar una demanda significativa de cloro (39,40). 

En este sentido, en los procesos de potabilización además de desinfección con cloro también 

juegan un papel fundamental los medios de remoción físicos de la materia orgánica y de los 

microorganismos, siendo por tanto necesario asegurar el correcto funcionamiento de las 

distintas etapas del tratamiento para la producción de agua apta para consumo humano. 
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En el caso de G. duodenalis y Cryptosporidium spp. cabe resaltar que se han descrito varios 

genotipos asociados con diferentes hospederos. En cuanto a G. duodenalis, se han reportado 8 

ensamblajes que van desde el A hasta el H, de los cuales el A y el B son los que se han asociado 

a la infección en humanos y además se han encontrado en primates, gatos, perros y otros 

mamíferos; los demás ensamblajes se han considerado hospedero-específicos (41–44). Con 

respecto a Cryptosporidium spp. actualmente son reconocidas 31 especies, de las cuales 16 

infectan al humano, entre éstas se encuentran C. hominis y la especie con potencial zoonótico 

C. parvum, responsables del 90 % de las infecciones de criptosporidiosis y asociados a la 

mayoría de brotes hídricos (45–47). C. meleagridis, C. canis, C. felis, C. suis, C. muris, C. fayeri, C. 

ubiquitum, C. cuniculus y C. viatorum también se han reportado en la infección en humanos 

(48,49). La identificación de los diferentes genotipos de estos parásitos protozoarios en 

fuentes de agua, puede ser útil para determinar las posibles fuentes de contaminación 

mediante su asociación con el tipo de hospedero que parasitan. 

 

En el país teniendo en cuenta la importancia de los parásitos protozoarios trasmitidos por el 

agua y los reportes a nivel mundial sobre el tema, la normatividad vigente (Decreto 1575 de 

2007 del Ministerio de la Protección Social y su normatividad conexa) incluyó además del 

seguimiento de coliformes totales y Escherichia coli, el monitoreo de los quistes/ooquistes de 

Giardia spp. y Cryptosporidium spp. dentro de los parámetros de control de calidad 

microbiológica del agua en las plantas encargadas de la distribución de agua potable. En esta 

normatividad también se establece que deben realizarse investigaciones acerca de la presencia 

de otros microorganismos patógenos que representen riesgo para la salud humana, con el fin 

de realizar mapas de riesgo más precisos a partir de los cuales se puedan tomar medidas de 

control más apropiadas y seleccionar indicadores de calidad microbiológica del agua que 

garanticen su inocuidad. Entre estos microorganismos patógenos tenemos otros parásitos 

protozoarios como E. histolytica, T. gondii y C. cayetanensis (50,51). Sin embargo, a pesar de la 

existencia de esta normatividad, en Colombia aún son pocos los estudios relacionados con la 

presencia de parásitos protozoarios en fuentes de agua, que permitan conocer las especies 

circulantes, así como su comportamiento y asociación con variables como niveles de 

precipitación, otros microorganismos y características fisicoquímicas que puedan afectar su 

presencia, distribución y transmisión (52–54). 
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Por otro lado, es importante tener en cuenta que para cumplir con los requerimientos 

normativos en la vigilancia microbiológica a cargo de las entidades prestadores del servicio de 

agua para consumo humano, así como para el estudio en general de parásitos protozoarios 

como Giardia y Cryptosporidium en agua, es necesario contar con metodologías eficientes para 

la detección y seguimiento de este tipo de microorganismos en muestras ambientales, donde 

pueden estar presentes en concentraciones reducidas (6,47,55–59). En el país, la confirmación 

de las formas quísticas de estos parásitos se realiza mediante la identificación por microscopía 

de inmunofluorescencia de los quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium, siguiendo el 

método validado en los Estados Unidos por la Environmental Protection Agency - USEPA 1623 

(18,39,60). No obstante, esta metodología presenta algunas desventajas como la alta 

experiencia requerida en la diferenciación microscópica de las formas quísticas por el personal 

encargado, los parásitos protozoarios pueden ser confundidos con partículas o algas que 

también presentan fluorescencia, está sujeto a la interferencia resultante de la presencia de 

iones en la muestra (manganeso, hierro y calcio), demanda mayor inversión económica inicial 

para la adecuación del laboratorio, adquisición de equipos y los consumibles requeridos 

constantemente (18,28,61–64). Las técnicas de biología molecular representan una alternativa 

metodológica en el estudio de parásitos protozoarios, debido a su mayor sensibilidad y 

especificidad. Entre estas, la qPCR presenta ventajas como el gran número de muestras que se 

pueden procesar en un corto periodo de tiempo, es menos laboriosa en comparación con 

técnicas como la PCR convencional, ya que no se requiere la manipulación de las muestras 

posterior a su amplificación, y tiene gran potencial para eliminar los resultados falsos positivos 

o falsos negativos encontrados mediante las técnicas de microscopía (5,44,57,65); 

adicionalmente, esta técnica presenta una alta sensibilidad que permite incluso la detección 

de pequeñas cantidades de ADN de las formas quísticas de los parásitos protozoarios, lo que 

es de gran utilidad en muestras ambientales (34,65).  Así mismo, técnicas como la PCR anidada, 

análisis de secuenciación de genes específicos amplificados por PCR, técnica del polimorfismo 

de longitud de fragmentos de restricción - RFLP, permiten discriminar entre los genotipos de 

los parásitos protozoarios (34,66). 

 

Con base en todo lo anterior, se hace necesaria la detección de parásitos protozoarios de 

interés en salud pública tanto en agua cruda como tratada y la identificación de subpoblaciones 
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de microorganismos como G. duodenalis y Cryptosporidium spp., en el Departamento de Nariño, 

de tal manera que se genere información que aporte al conocimiento de la caracterización 

microbiológica de fuentes de agua utilizadas para el abastecimiento de plantas de tratamiento 

de agua para consumo humano y acueductos veredales, que contribuya a comprender el 

comportamiento de los parásitos protozoarios circulantes a nivel regional y que permita 

estimar posibles focos de contaminación del agua, información que podría servir como base a 

las empresas encargadas de la distribución de agua potable, así como a las entidades 

territoriales, para tomar medidas que favorezcan la remoción de dichos microorganismos y se 

prevengan los riesgos para la salud pública que implican la presencia de parásitos protozoarios 

en ambientes acuáticos. 

 





 

 

1. Capítulo 1: Generalidades 

1.1 Microorganismos trasmitidos a través del agua 

El consumo de agua contaminada ha sido ampliamente asociada con brotes de enfermedades 

como: gastroenteritis, Hepatitis (A, E), giardiasis, criptosporidiosis, entre otras, causadas por 

microorganismos transmitidos a través del agua (4,5,17). De acuerdo con la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), la gran mayoría de enfermedades diarreicas (88 %) y el 3,1 % de 

las muertes anuales en todo el mundo es atribuible a la insalubridad del agua, falta de 

saneamiento básico e higiene, condiciones bajo las cuales se favorece la interacción entre 

patógenos entéricos y la población (1,67). 

 

Los agentes patógenos que pueden transmitirse por el agua de consumo contaminada son de 

diversos tipos. En la figura 1-1 y en la tabla 1-1 se presenta información general sobre agentes 

patógenos importantes en la gestión de sistemas de abastecimiento de agua de consumo. 

 

Figura 1-1: Vías de transmisión y ejemplos de agentes patógenos relacionados con el agua 

Fuente: (16) 
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Tabla 1-1: Agentes patógenos trasmitidos por el agua y su importancia en los sistemas de 

abastecimiento de agua. Fuente: adaptada de (16) 

 

Agente patógeno 
Importancia 
para la salud 

Persistencia en 
los sistemas de 
abastecimiento 

de agua 

Resistencia 
al cloro 

Infectividad 
relativa 

Fuente 
animal 

importante 

Bacterias 
Burkholderia 
pseudomallei 

Baja Puede proliferar Baja Baja No 

Campylobacter jejuni Alta Moderada Baja Moderada Si 
E. coli patógena Alta Moderada Baja Baja Si 
E. coli 
enterohemorrágica 

Alta Moderada Baja Alta Si 

Legionella spp. Alta Prolifera Baja Moderada No 
Micobacterias no 
tuberculosas 

Baja Prolifera Alta Baja No 

Pseudomonas 
aeruginosae 

Moderada Puede proliferar Moderada Baja No 

Salmonella typhi Alta Moderada Baja Baja No 
Otras salmonelas Alta Puede proliferar Baja Baja Si 
Shigella spp. Alta Corta Baja Moderada No 
Vibrio cholerae Alta Corta Baja Baja No 
Yersinia enterocolítica Alta Larga Baja Baja Si 
Virus      
Adenovirus Alta Larga Moderada Alta No 
Enterovirus Alta Larga Moderada Alta No 
Virus de la hepatitis A Alta Larga Moderada Alta No 
Virus de la hepatitis E Alta Larga Moderada Alta Potencial 
Norovirus y sapovirus Alta Larga Moderada Alta Potencial 
Rotavirus Alta Larga Moderada Alta No 
Protozoos 
Acanthamoeba spp. Alta Larga Alta Alta No 
Cryptosporidium 
parvum 

Alta Larga Alta Alta Si 

Cyclospora cayetanensis Alta Larga Alta Alta No 
Entamoeba histolytica Alta Moderada Alta Alta No 
Giardia intestinalis Alta Moderada Alta Alta Si 
Naegleria fowleri Alta Puede proliferar Alta Alta Si 
Toxoplasma gondii Alta Larga Alta Alta Si 
Helmintos 
Dracunculus medinensis Alta Moderada Moderada Alta No 
Schistosoma spp. Alta Corta Moderada Alta Si 

 
 

La gama de estos agentes patógenos puede cambiar en función de factores variables como el 

aumento de las poblaciones de personas y animales, el incremento del uso de aguas residuales, 



Capítulo 1 9 

 

los cambios de los hábitos de la población o de las intervenciones médicas, las migraciones y 

viajes de la población, y presiones selectivas que favorecen la aparición de agentes patógenos 

nuevos o mutantes, o de recombinaciones de los agentes patógenos existentes(16). También 

existe una considerable variabilidad en la inmunidad de las personas, ya sea adquirida por 

contacto con un agente patógeno o determinada por factores como la edad, el sexo, el estado 

de salud y las condiciones de vida (16). 

 

La vigilancia de agua para consumo, generalmente se realiza mediante el seguimiento a 

microorganismos indicadores (68). E. coli es el patógeno entérico más ampliamente utilizado 

para este fin. Sin embargo, hay muchos patógenos entéricos que se comportan diferente a E. 

coli, particularmente con respecto a la resistencia a la desinfección y persistencia en el medio 

ambiente, como es el caso de helmintos, protozoarios y algunos virus. En este sentido, es 

importante aclarar que no hay microorganismos indicadores universales, sino que deben 

considerarse indicadores apropiados para cada grupo de patógenos con características 

similares, que representen un potencial riego para la salud (17,69). 

1.2 Parásitos protozoarios de importancia en salud pública, 
trasmitidos por el agua 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que 3,4 millones de personas, 

principalmente niños, mueren anualmente debido a enfermedades relacionadas con el agua, y 

que 2,2 millones de personas mueren anualmente debido a enfermedades diarreicas asociadas 

con la falta de saneamiento, precarias condiciones higiénicas y suministros inadecuados de 

agua (18,58). Entre las enfermedades de transmisión hídrica, es de gran relevancia tener en 

cuenta las que son causadas por parásitos protozoarios, considerados como un problema 

importante de salud pública tanto en países desarrollados como en vía de desarrollo 

(12,66,70). Esto se debe a que éstos microorganismos están ampliamente distribuidos en el 

ambiente, representan riesgo para la salud incluso cuando se encuentran en bajas cantidades 

y presentan formas quísticas que les confieren una gran capacidad de sobrevivir bajo 

diferentes condiciones ambientales y no puede inactivarse completamente mediante la 

cloración y otros procesos de desinfección convencionalmente usados, en los mismos tiempos 

de contacto y dosis con los cuales se logra la eliminación de otros microorganismos como 

bacterias y virus, características que han facilitado que sean responsables de un gran número 
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de brotes hídricos a nivel mundial (5,66). Los brotes asociados con el agua potable son 

particularmente preocupantes debido a su capacidad de causar infección simultánea en un 

gran número de personas (9). En este sentido, los protozoos transmitidos por el agua 

representan un gran desafío para los sistemas productores y distribuidores de agua para 

consumo humano (18,53). 

 

Entre los protozoos parásitos que contaminan el agua, Cryptosporidium y Giardia son 

reconocidos por ser los principales agentes etiológicos de brotes trasmitidos por el agua en 

todo el mundo, causando infecciones gastrointestinales tanto en los seres humanos, como en 

animales. El riesgo para la salud pública no solo está asociado a su alta incidencia en los 

cuerpos de agua, sino también a su elevada persistencia en el ambiente y resistencia al 

tratamiento convencional del agua, características atribuidas en gran parte a la compleja 

composición y arreglo de los componentes de la pared de sus formas quísticas, que además les 

facilita su diseminación por el agua (1,40). Las dosis infectivas de Cryptosporidium y Giardia 

han sido estimadas en > 10 (oo)quistes y el riesgo de infección por ingestión accidental de 

estos microorganismos durante el baño con > 2 x 10-1 L, fue > 1/10.000 individuos 

inmunocompetentes (71,72). En cuanto a su distribución puede variar dependiendo de la 

estación climática, reportándose frecuencias y densidades más altas de estos microorganismos 

durante las temporadas de lluvia (73,74). Sin embargo, también existen estudios que reportan 

que el mayor número de quistes/ooquistes fue registrado en primavera y verano (9).  

 

Además de estos dos patógenos, parásitos como E. hystolitica, C. cayetanensis y T. gondii, 

también han sido reportados como microorganismos trasmitidos frecuentemente por el agua, 

responsables de la amebiasis, ciclosporiasis y toxoplasmosis, respectivamente (15,17). De los 

brotes reportados en el periodo 2004 – 2010 a nivel mundial causados por protozoos 

parásitos, Cryptosporidium spp. fue el agente etiológico en el 60,3 % de los casos, G. duodenalis 

en el 35,2 % y otros protozoos en el 4,5 %. Cuatro brotes (2 %) fueron causados por T. gondii, 

tres (1,5 %) por C. cayetanensis y dos (1 %) por Acanthamoeba spp. En el continente americano, 

los brotes hídricos ascienden a 33,1 % (66) de los brotes hídricos en todo el mundo. De estos, 

60 brotes ocurrieron en los Estados Unidos (30,1 %), 1 en Canadá (0,5 %), dos en Perú (1 %), 

dos en Brasil (1 %) y un brote en la Guayana Francesa (0,5 %) (15). Hay reportes que indican 
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que la mayoría de brotes causados por Giardia ocurren en América Latina, África y Asia, con 5 

x 105 nuevos casos cada año (75). Sin embargo, la mayoría de los estudios sobre la prevalencia 

de las infecciones por protozoos parásitos se han hecho en los países desarrollados, donde la 

infraestructura de laboratorios es más accesible que en los países en desarrollo, en los cuales 

hace falta llevar a cabo un mayor número de investigaciones sobre el tema (15,76). 

 

En Colombia, hasta ahora son pocos los estudios llevados a cabo sobre parásitos protozoarios 

trasmitidos por el agua y la mayoría de ellos se han centrado en la detección de Giardia spp. y 

Cryptosporidium spp. En la tabla 1-2, se presentan algunos de ellos.  

 
Tabla 1-2: Parásitos protozoarios detectados en muestras de agua en Colombia. Fuente: 
adaptada de: (53,52,54) 
 

Ubicación Resultados obtenidos Técnica de detección empleada 
Referencia 

clave 

Eje cafetero 

- Giardia en 40 % de las muestras 
(31/77) 
- Cryptosporidium en 36 % de las 
muestras (28/77) 

Método de concentración de 
formalina-éter e identificación 

por prueba de 
inmunofluorescencia 

(52) 

Quindío 

Giardia en 23 % de las muestras 
(9/38)  
Cryptosporidium en 21 % de las 
muestras (8/38) 

Método de concentración de 
formalina-éter e identificación 

por prueba de 
inmunofluorescencia 

(53) 
- G. duodenalis, ensamblaje A en 5,2 % 
de las muestras (2/38) y ensamblaje 
B en 13,1 % (5/38) 
- C. parvum en 21 % de las muestras 
(8/38) y C. hominis 10,5 % (4/38) 
- T. gondii en 58,6 % (27/46) 

Método de concentración de 
formalina-éter e identificación 

por PCR 

Bogotá  

- Giardia en 16,7 % de las muestras 
(4/24) 
- Cryptosporidium en 8,3 % de las 
muestras (2/24)  

Filtración a través del sistema 
Envirochek, concentración por 

flotación percoll -sacarosa, e 
identificación mediante prueba 

de inmunofluorescencia 

(54) 

 
 
A continuación se presentan algunos parásitos protozoarios comúnmente trasmitidos a través 

del agua: 

1.2.1 Giardia spp. 

Giardia es un parásito protozoario cosmopolita, agente causal de la giardiasis, con una amplia 

gama de hospederos, que incluyen al humano, animales domésticos y silvestres (22,41,43,77). 

La giardiasis es una de las enfermedades parasitarias más comunes en diferentes áreas 
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geográficas del mundo; en países de Asia, África y América Latina aproximadamente 200 

millones de personas presentan giardiasis sintomática, y tanto en los países desarrollados 

como en vía de desarrollo, Giardia se ha asociado con numerosos brotes diarreicos (10,42). El 

espectro de manifestaciones clínicas en humanos es amplio, desde molestias intestinales 

breves, leves y transitorias, que se resuelven por completo, hasta un conjunto de síntomas más 

complejos, que incluyen diarrea aguda, calambres abdominales, hinchazón, fatiga, flatulencias, 

náuseas, anemia, mala absorción de nutrientes y pérdida de peso, que duran hasta 7 semanas 

(38,78,79). También se han presentado manifestaciones extraintestinales de la giardiasis, 

como erupción maculopapular, urticaria, aftas, poliartiritis, colangitis, asma bronquial, 

iridociclitis y retinitis (80). El período de incubación en la giardiasis sintomática oscila entre 3 

y 45 días. En algunos casos, la infección puede ser episódica con periodos sintomáticos 

recurrentes durante varios años, así mismo, en algunos hospederos desnutridos y en los niños, 

la infección puede tornarse crónica con diarrea, pérdida de peso, malabsorción grave, que 

tienen un impacto adverso en el crecimiento y desarrollo cognitivo y psicosocial (53,81). No 

obstante, los casos de la giardiasis asintomática ocurren con frecuencia, especialmente en los 

países en vía de desarrollo, e incluso se ha sugerido que algunas personas pueden beneficiarse 

de su estado de portador, sin ninguna desventaja con respecto a personas que no presentan el 

parásito (10). Aún no es claro por qué algunos individuos desarrollan giardiasis clínica 

mientras que otros permanecen asintomáticos, sin embargo, esto se ha relacionado con 

factores del huésped como el estado inmunológico, estado nutricional, edad, infecciones 

entéricas concurrentes y factores ambientales, así como las diferencias en virulencia y 

patogenicidad de cepas de Giardia (44,80). 

 

La prevalencia de individuos con resultados positivos para Giardia en muestras de heces es del 

2 – 5 % en países desarrollados y hasta del 20 – 30 % en países en vía de desarrollo (82). En 

países como Argentina, Perú y Colombia, las tasas de infección de Giardia, varían entre 6 % y 

42 % (28). En Colombia, de acuerdo con algunos estudios realizados en niños, la prevalencia 

de Giardia oscila entre el 11 % y el 61 %, lo que representa una gran preocupación en términos 

de salud pública (81). Además, en el país, un estudio retrospectivo, en el cual se buscó describir 

la incidencia de la giardiasis durante el periodo comprendido entre 2009 – 2013, reveló un 
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informe de 15.851 casos, de los cuales el 50,3 % correspondió a mujeres, el 58,4 % tenían 

menos de 10 años y el 14,8 % tenían entre 10 – 19 años (49). 

 

Por otro lado, Giardia también es un parásito entérico muy común en el ganado y los animales 

de compañía, siendo por tanto igualmente importante para la salud veterinaria (10). Además, 

la infección por éste microorganismo se ha asociado con pérdidas económicas, debido a la 

ocurrencia de diarrea en animales productivos y a la muerte de rumiantes domésticos 

neonatales (83). 

 

Hasta ahora, dentro del género Giardia se distinguen 6 especies basadas en características 

morfológicas y electrocariotípicas. Cinco están representadas por aislamientos de anfibios (G. 

agilis), aves (G. ardeae, G. psittaci), roedores (G. muris) y ratones de campo (G. microti). La sexta 

especie corresponde a cepas de Giardia aisladas de una gran variedad de hospederos 

mamíferos, agrupados en una sola especie porque comparten características morfológicas y, 

en particular, tienen las estructuras corporales medianas similares. Esta especie ha sido 

denominada como G. duodenalis, también conocida como G. intestinalis y G. lamblia (44,65,82). 

G. duodenalis constituye una especie genéticamente compleja, que en base a análisis 

filogenéticos de un gran conjunto de datos de secuencias de nucleótidos de los genes: 

subunidad ribosomal pequeña rRNA, glutamato deshidrogenasa (gdh), triosa fosfato 

isomerasa (tpi), β-giardina (bg), factor de elongación 1 alfa (ef1α) agrupa 8 distintos 

ensamblajes o genotipos (A – H) (10). De estos ensamblajes, el A y el B son zoonóticos, mientras 

que los ensamblajes C, D, E, F, G y H se han definido como hospedero-restringido (81). En la 

tabla 1-3 se presentan los ensamblajes y sus respectivos hospederos. 

 

Tabla 1-3: Ensamblajes de G. duodenalis. Fuente: (44) 
 

Ensamblaje Hospedero 

A 
Humanos y otros primates, perros, gatos, 
ganado, roedores y algunos mamíferos 
silvestres 

B 
Humanos y otros primates, perros y algunos 
mamíferos silvestres 

C/D Perros y otros cánidos 
E Ganado vacuno y ganado con pezuñas  
F Gatos 
G Roedores 
H Focas y gaviotas 
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En este sentido, un aspecto importante de la epidemiología de la giardiasis es comprender el 

rango de hospedadores de diferentes especies y ensamblajes de Giardia, el potencial de 

transmisión de especies cruzadas y los factores ambientales y de riesgo involucrados en la 

exposición del patógeno. Esto es particularmente importante para determinar el potencial 

zoonótico de las infecciones por Giardia en animales domésticos y para determinar la carga de 

morbilidad humana atribuible a parásitos de origen animal (10). 

 

Por otro lado, además de la importancia médica y veterinaria de Giardia, éste parásito 

protozoario también es de gran interés en el área de las ciencias biológicas, debido a que es 

una de las células eucariotas más primitivas que se conocen (80). Entre sus principales 

características se destacan su organización intracelular sencilla, con elementos estructurales 

como dos núcleos diploides, transcripcionalmente activos y membrana nuclear bien definidos, 

citoesqueleto relativamente desarrollado y sistema de endomembranas polifuncional, carece 

de órganos como nucléolos, mitocondrias y peroxisomas, y presenta un organelo de fijación 

único: el disco de succión ventral. Este microorganismo, se considera aerotolerante o 

microaerofílico, sin producción de hidrógeno molecular, su metabolismo energético es 

fermentativo, está basado en la glucólisis que conduce a la producción de acetato, etanol, 

alanina y CO2, no realiza ciclo de Krebs, ya que carece de mitocondrias y de enzimas 

mitocondriales, no hay citocromos, ni evidencia de fosforilación oxidativa. Con respecto a su 

genoma, este es compacto en estructura y contenido, contiene pocos intrones o vestigios 

mitocondriales y posee una maquinaria simplificada para la replicación del ADN, la 

transcripción, el procesamiento del ARN y varias vías de señalización metabólicas (43,77). La 

reproducción de Giardia es asexual, no obstante, hay algunos estudios genómicos que indican 

que este microorganismo ha mantenido al menos parte de la maquinaria meiótica y la 

capacidad de los cromosomas para cruzarse, además han proporcionado evidencia de eventos 

de recombinación (84). Sin embargo, aún se requiere un mayor número de estudios que 

soporten estos hallazgos.  

 

El ciclo de vida de Giardia es directo e involucra dos estadios, el trofozoíto que es el estadio 

replicativo y el quiste que es el estadio infectante y de resistencia (85). La infección se inicia 

ya sea por el consumo de alimentos o agua contaminados o por la vía fecal-oral a través del 
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contacto persona a persona, animal a animal o animal-persona (78,86). Una vez los quistes 

ingresan en el hospedero, la exposición al entorno ácido del estómago proporciona los 

estímulos necesarios para la exquistación de los trofozoítos en el duodeno del intestino 

delgado. Los trofozoítos se someten a una división mitótica repetida y finalmente forman 

quistes resistentes al medio ambiente en respuesta a las condiciones biliares del intestino 

delgado, que luego se desprenden en el material fecal. Los quistes son inmediatamente 

infecciosos cuando se excretan en las heces, son notablemente estables y pueden sobrevivir 

durante semanas o meses en el medio ambiente (10,87). Como resultado de esto, la 

contaminación ambiental puede conducir a la contaminación de alimentos y de fuentes de agua 

(56,87). En la figura 1-2 se presenta el ciclo biológico de Giardia spp. 

 

El agua es una de las principales rutas de transmisión de Giardia, cuyas formas quísticas están 

ampliamente distribuidas en fuentes hídricas. Por esta razón, este microorganismo es uno de 

los patógenos con mayor prevalencia en brotes de enfermedades trasmitidas por el agua 

(1,15). Desde principio del siglo pasado hasta el año 2016, se han notificado 340 brotes de 

giardiasis transmitidos por el agua en todo el mundo (28). La contaminación de las fuentes de 

agua puede ser el resultado de actividades de origen humano, animales de granja y animales 

de vida silvestre (10). 

 

Giardia representa una gran preocupación para las autoridades sanitarias y para las entidades 

responsables de la producción de agua potable, debido a que por un lado, es necesario un bajo 

número de quistes para inducir infección (71) y además, éste parásito protozoario presenta 

resistencia a los desinfectantes oxidativos como el cloro y cloraminas, generalmente utilizados 

en el tratamiento convencional del agua para consumo y son los suficientemente pequeños 

para penetrar la barreras físicas del tratamiento (1,16,32,68,82,88). 
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Figura 1-2: Ciclo biológico de Giardia spp. Fuente: (89) 
 

 

 

Con respecto a las metodologías utilizadas para la detección y concentración de los quistes de 

Giardia en muestras de agua, comúnmente son costosas y engorrosas, lo que limita la cantidad 

de datos que se pueden recolectar (1). Por lo general, éstas metodologías incluyen los 

siguientes pasos: (i) recolección de muestras, (ii) segregación de partículas y (iii) detección de 

quistes (84). En Colombia, el monitoreo de los quistes de Giardia en las plantas encargadas de 

la distribución de agua potable se reglamentó mediante el Decreto 1575 de 2007 y la 
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Resolución 2115 de 2007 del Ministerio de la Protección Social, y se realiza utilizando el 

método de la USEPA 1623.  

1.2.2 Cryptosporidium spp. 

Los protozoarios del género Cryptosporidium, son los agentes causales de la criptosporidiosis 

(47,90). Esta infección parasitaria afecta las células epiteliales de las vías gastrointestinales, 

biliares y respiratorias de los seres humanos y de diferentes especies de vertebrados, 

incluidos: aves de corral, peces, reptiles, pequeños mamíferos (roedores, gatos, perros), y 

grandes mamíferos (en particular ganado vacuno y ovino) (91,92). El principal síntoma de la 

criptosporidiosis es la diarrea, que puede ir acompañada de deshidratación, pérdida de peso, 

dolor abdominal, fiebre, náuseas y vómitos (45). Sin embargo, la patogénesis de la infección 

depende del estado inmunitario del hospedero, que varía desde una diarrea grave pero 

autolimitada en individuos inmunocompetentes hasta una infección prolongada debilitante y 

potencialmente mortal en individuos inmunocomprometidos y en niños menores de 5 años 

(21,91). El curso de la infección puede ser intra y extraintestinal, sintomático y asintomático 

(49). En Suramérica, la prevalencia general de Cryptosporidium se ha reportado entre el 1 % y 

el 37 % en estudios de heces de pacientes con gastroenteritis (28). 

 

Hasta ahora se han descrito más de 31 especies de Cryptosporidium (55), de las cuales C. 

parvum y C. hominis son consideradas responsables de más del 90 % de los casos de 

criptosporidiosis en humanos, el porcentaje restante se atribuye a C. meleagridis, C. canis y C. 

felis. No obstante, algunos países en vía de desarrollo presentan una alta prevalencia de estas 

especies inusuales. En Lima, Perú y Bangkok, Tailandia, C. meleagridis es tan prevalente en 

humanos como C. parvum, responsable del 10 – 20 % de los casos de criptosporidiosis (48). En 

la tabla 1-4 se presentan algunas de las especies de Cryptosporidium reportados en infecciones 

en humanos. 
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Tabla 1-4: Especies y genotipos de Cryptosporidium patógenos de humanos. Fuente: tomado 

de (93) 

 
Especies/genotipo Hospedero principal Número de casos en 

humanos 
C. hominis Humanos, caballos Especie común 
C. parvum Rumiantes Especie común 

C. meleagridis Galliformes Numerosos casos 
C. felis Gatos Numerosos casos 

C. canis Perros Numerosos reportes 
C. ubiquitum Pequeños rumiantes, roedores, primates 59 
C. cuniculus Conejos 47 
C. viatorum Humanos 32 

Chipmunk genotipo I Ardillas, ardillas grises, ratones ciervos 28 
C. muris Roedores 18 

C. andersoni Ganado vacuno y otros bovinos 7 
C. suis Cerdos 5 

C. bovis Ganado vacuno y otros bovinos 4 
Horse genotipo Caballos 4 

C. xiaoi Ovejas y cabras 2 
Skunk genotipo Roedores 2 
Mink genotipo Visón, nutrias, armiños 2 

C. erinacei Erizos 1 
C. fayeri Marsupiales 1 

C. scrofarum Cerdos 1 
C. tyzzeri Ratones 1 

 

El ciclo de vida de Cryptosporidium involucra tanto reproducción sexual como asexual, y se 

lleva a cabo dentro de un hospedero individual en dos días. La transmisión se realiza a través 

de los ooquistes, que corresponden a la forma infectante del parásito y, se completa a través 

de la ruta fecal-oral (6,47). En la figura 1-3 se presenta el ciclo biológico de Cryptosporidium 

spp. Los ooquistes tienen un tamaño aproximado de 4 a 6 µm de diámetro y son ligeramente 

ovoides, con una pared protectora resistente que les permite sobrevivir bajo una gran variedad 

de condiciones ambientales (37,46,56,94). La ingestión de un pequeño número de ooquistes 

viables (tan pocos como 10 ooquistes) son suficientes para causar infección (24). 

 

La transmisión de los ooquistes puede ocurrir de persona a persona, de animal a animal, de 

humano a animal, de animal a humano, a través del agua, alimentos y posiblemente a través 

del aire (80,92,95). La transmisión hídrica es de gran relevancia, debido a que Cryptosporidium 

es considerado el principal agente etiológico de numerosos brotes causados por parásitos 
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protozoarios trasmitidos por el agua a nivel mundial (15,35). Estos brotes se han asociado 

principalmente con aguas superficiales filtradas y no filtradas, aguas subterráneas, sistemas 

de distribución contaminados, agua potable, aguas recreativas y piscinas cloradas (31,90).  

 

Figura 1-3: Ciclo biológico de Cryptosporidium spp. Fuente: (89) 

 

 

 

Además, Cryptosporidium es considerado como uno de los principales microorganismos 

trasmitidos por el agua y categorizado como un patógeno de referencia para la evaluación de 

la calidad del agua potable, debido a que presenta gran resistencia a las técnicas 

convencionales de desinfección basadas en cloro, e incluso a la desinfección con UV, y además, 

también puede pasar a través de los procesos físicos de tratamiento del agua (31,35,59). Por 

estas razones, el análisis de los indicadores microbiológicos generalmente utilizados para 
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garantizar la calidad del agua de consumo (coliformes totales, fecales y termotolerantes) es 

insuficiente para determinar la presencia o ausencia de ooquistes de Cryptosporidium en los 

sistemas de abastecimiento de agua potable, siendo necesario el estudio y monitoreo de este 

protozoo en la producción de agua para consumo humano (16). En Colombia, el monitoreo de 

los ooquistes de Cryptosporidium en las plantas encargadas de la distribución de agua potable, 

al igual que en el caso de los quistes de Giardia, se reglamentó mediante el Decreto 1575 de 

2007 y la Resolución 2115 de 2007 del Ministerio de la Protección Social, y se realiza utilizando 

el método de la USEPA 1623. 

1.2.3 Toxoplasma gondii 

T. gondii es un parásito protozoario zoonótico distribuido a nivel mundial, agente causal de la 

toxoplasmosis (96). Los hospederos definitivos de este patógeno son los gatos y otros felinos, 

no obstante, puede infectar prácticamente a todos los animales de sangre caliente como 

hospederos intermediarios, incluidos los seres humanos, animales domésticos y animales 

silvestres (36). Los síntomas más comunes de la toxoplasmosis son la hinchazón de los 

ganglios linfáticos, el dolor muscular y la fiebre, sin embargo, la infección puede variar de 

asintomática a severa, dependiendo de la cepa del parásito y del estado inmune del hospedero 

(28,33,97). En personas inmunocomprometidas la infección puede resultar en toxoplasmosis 

diseminada fatal a partir de la multiplicación del parásito en el músculo, los pulmones y el 

tejido neural. Además, la infección de mujeres embarazadas puede llevar al aborto y a efectos 

graves debido a la infección fetal a través de la placenta (36). Si la infección ocurre durante el 

primer trimestre del embarazo, el resultado es aborto espontáneo, muerte fetal o defectos 

congénitos graves como retraso mental y problemas de la visión. Si la infección ocurre después 

del primer trimestre, las manifestaciones de la enfermedad incluyen epilepsia, encefalitis, 

discapacidades de aprendizaje, enfermedades oculares y otros trastornos neurológicos (98). 

 

La prevalencia de la infección puede variar según la localización geográfica, y se estima que 

corresponde a 50 % en Europa y a 85 % en América Central y del Sur (96). Estudios de 

Venezuela, Argentina y Cuba, han encontrado que la prevalencia de infección por T. gondii en 

niños se encuentra entre el 15 % y 58 % (28). Cabe resaltar, que en algunas comunidades la 

prevalencia de la infección por Toxoplasma es superior al 90 %, lo que fue reportado en un 
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estudio llevado a cabo en Brasil, donde el riesgo de exposición estuvo asociado con el consumo 

de agua no filtrada (36). 

 

Hasta ahora se han descrito 3 linajes clonales de T. gondii, denominados tipo I, II o III (96). Las 

cepas de tipo II, se han reportado como las más prevalentes, patógenas para fetos inmaduros 

y para pacientes inmunocomprometidos, pero también responsables de muchos casos de 

toxoplasmosis asintomática en Europa. Las cepas de tipo I se consideran altamente patógenas 

y se han asociado con la enfermedad ocular adquirida en pacientes con toxoplasmosis 

congénita diseminada, aunque también se sugiere que pueden ser responsables de infecciones 

asintomáticas en pacientes inmunocompetentes. Además de éstos 3 linajes clónales, aunque 

no es muy frecuente, también se  han descrito cepas atípicas, como por ejemplo genotipos 

aislados en África, denominados como África 1, 2 y 3 (97). En la infección en animales se han 

reportado únicamente las cepas Tipo I (96). 

 

En los hospederos definitivos, el parásito se ubica en el epitelio intestinal, donde se lleva a cabo 

la fase sexual del ciclo vital de T. gondii, lo que resulta en la excreción fecal de un gran número 

de ooquistes durante 10 a 20 días o rara vez por mayor tiempo. Los ooquistes expulsados 

esporulan y se tornan infectantes de uno a 5 días después, y pueden permanecer infectivos por 

largos periodos de tiempo en agua o en suelos húmedos, la infección puede ocurrir incluso con 

una cantidad mínima de ooquistes (97). 

 

La principal vía de transmisión de T. gondii en el humano y en los animales es por vía oral, 

debido al consumo de carne cruda o mal cocida con presencia de quistes o al ingerir alimentos 

o agua contaminados con ooquistes (23). La transmisión de éste parásito protozoario también 

puede ocurrir de madre a hijo durante el embarazo, cuando ésta tiene los taquizoítos en fase 

de división rápida circulando por el torrente sanguíneo, generalmente durante la infección 

primaria. En la figura 1-4 se presenta el ciclo biológico de T. gondii. 
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Figura 1-4: Ciclo biológico de T. gondii. Fuente: (89) 

 

 

 

A nivel mundial se han documentado varios casos de brotes de toxoplasmosis que se debieron 

al consumo de agua contaminada con ooquistes (28,33). En Colombia, se reportó un brote por 

éste patógeno en personal militar durante el desarrollo de operaciones de selva en la 

Macarena, Meta. Los síntomas más importantes fueron fiebre prolongada, adenopatías y 

compromiso pulmonar y gastrointestinal. Los 18 casos reportados se confirmaron mediante 

inmunofluorescencia indirecta (IFI) de anticuerpos IgG anti-toxoplasma. Este brote se 

atribuyó posiblemente al consumo de agua contaminada con ooquistes de una cepa silvestre 

del parásito, aunque en el estudio no realizaron el aislamiento y tipificación de las cepas 

involucradas (23). 

 

La transmisión de T. gondii a través del agua y los brotes reportados, ha incrementado el 

interés en la investigación de la presencia de éste parásito protozoarios en agua para el 
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consumo humano, así como su resistencia a las condiciones ambientales y a los tratamientos 

aplicados en las plantas productoras de agua potable (33). Actualmente, ya se ha descrito que 

diversos productos químicos y métodos de desinfección, como la cloración, la aplicación de 

tabletas de yodo, el ozono, la radiación UV y el calentamiento por radiofrecuencia, son 

ineficaces en la inactivación completa de ooquistes de T. gondii (36). 

 

Sin embargo, la detección de éste parásito patógeno en ambientes acuáticos sigue siendo un 

desafío, debido a la falta de métodos estandarizados para la detección de ooquistes de 

Toxoplasma en agua. Por lo general, se recomienda el uso de las mismas técnicas empleadas 

para la detección de Giardia y Cryptosporidium en agua, como la USEPA 1623; no obstante, 

hasta ahora no hay kits comerciales de inmunofluorescencia disponibles para la detección de 

los ooquistes de éste microorganismo. Se ha propuesto aprovechar la capacidad de 

autofluorescencia que presenta la pared quística de este parásito protozoario, utilizando luz 

ultravioleta y filtros de emisión, que ha sido útil para la identificación de ooquistes purificados 

a partir de heces (33,36). También se han desarrollado varias técnicas basadas en PCR, las 

cuales hacen uso de las secuencias génicas más conservadas entre diferentes cepas de T. gondii, 

como el gen B1, el gen P30 (SAG1) y el ADN ribosómico (98). 

1.2.4 Entamoeba histolytica 

E. histolytica es un parásito protozoario cosmopolita responsable de la amibiasis humana, la 

cual es una de las enfermedades parasitarias más comunes en todo el mundo, que cada año 

afecta a aproximadamente 50 millones de personas y causa 100.000 muertes a nivel mundial 

(99,100). En la mayoría de los casos las infecciones causadas por este patógeno son 

asintomáticas (90 %) y los factores que determinan su patogenicidad aún no están definidos, 

aunque posiblemente están asociados con elementos dependientes del hospedero, del parásito 

y del ambiente (101). En las personas sintomáticas, la amebiasis se puede presentar a nivel 

intestinal (disentería amebiana, rectocolitis aguda, colitis no disentérica crónica, ameboma) y 

extraintestinal (absceso hepático amebiano, absceso cerebral, enfermedad genitourinaria y 

cutánea) (102–104). 

 

La amebiasis es común en áreas tropicales y subtropicales con precarias condiciones sanitarias 

y escasa educación en temas de salud, así como en países con una alta densidad poblacional 

(100). El riesgo de infección por E. histolytica puede variar dependiendo del lugar de 
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residencia, la edad, la ingestión de vegetales crudos, la calidad del agua consumida, hábitos de 

higiene y la infección por otros parásitos protozoarios (105). 

 

El ciclo de vida de E. histolytica incluye dos fases o estadios: el trofozoito, que corresponde a la 

forma vegetativa, responsable de las manifestaciones clínicas y, el quiste, que corresponde a la 

forma de resistencia o infecciosa, responsable de la transmisión del parásito (106). El proceso 

de infección inicia con la ingestión de los quistes, los cuales son conducidos hasta el intestino 

delgado, donde ocurre el proceso de exquistación, durante el cual se observan trofozoítos 

ameboides móviles, que se mueven y establecen la enfermedad en el intestino grueso. El 

proceso invasivo conduce a la destrucción del parénquima intestinal, debido a actividades 

líticas del parásito y una respuesta inflamatoria del hospedero. Estas enzimas degradan la capa 

de moco, la matriz extracelular (MEC) y las uniones celulares. Paso seguido, el parásito puede 

cruzar la capa epitelial del intestino, entrar en el sistema circulatorio y establecer una infección 

extraintestinal, alcanzando órganos como el hígado, los pulmones e incluso el cerebro (106–

108). Alternativamente, en respuesta a señales aún no definidas, los trofozoítos forman quistes 

infecciosos (enquistación) que se liberan del huésped, los cuales se caracterizan por medir 

entre 10 y 15 μm de diámetro, poseer una pared quística rígida y contener hasta cuatro núcleos 

(109). Los quistes son trasmitidos por vía fecal-oral, ya sea por ingestión directa, al haber 

estado en contacto con objetos contaminados con heces o a través de la ingestión de alimentos 

o agua previamente infectados con los quistes (16). Recientemente, las fuentes de agua 

constituyen uno de los vehículos de mayor interés en la transmisión de E. histolytica, debido a 

que los quistes de éste parásito protozoario son relativamente resistentes a los tratamientos 

de desinfección aplicados generalmente en la producción de agua para consumo humano (16).  

 

En la figura 1-5 se presenta el ciclo biológico de E. histolytica. 
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Figura 1-5: Ciclo biológico de E. histolytica. Fuente: (89) 

 

 

 

Por otro lado, la amebiasis representa un desafío diagnóstico, ya que los humanos pueden 

infectarse con otras dos especies de Entamoeba, que corresponden a E. dispar y E. moshkovskii, 

que son morfológicamente indistinguibles de E. histolytica, lo que lleva en muchos casos a la 

sobrestimación de éste parásito protozoario y al uso de medicamentos innecesarios (110,111). 

Por ello, para realizar la adecuada diferenciación del complejo E. histolytica/E. dispar/E. 

moshkovskii se deben usar técnicas diferentes a las basadas en microscopia. Entre estas 

técnicas se encuentran la caracterización de patrones isoenzimáticos, inmunoensayos basados 

en la presencia de anticuerpos monoclonales y de antígenos de superficie distintos en la 

especie patógena y no patógena, la presencia o ausencia de adhesina, o mediante técnicas 

moleculares como la PCR, la cual es la más recomendada por la OMS (109,110,112). 



26 Detección y caracterización molecular de parásitos de interés en salud pública: G. 

duodenalis, Cryptosporidium spp., C. cayetanensis, T. gondii y E. histolytica, en agua cruda 

y tratada de cuatro plantas potabilizadoras del Departamento de Nariño (Colombia) 

 

1.2.5 Cyclospora cayetanensis 

C. cayetanensis es un parásito protozoario mundialmente reconocido como un patógeno 

humano emergente, agente causal de la ciclosporiasis (113). Este microorganismo ha sido 

reportado en muchas regiones geográficas, pero parece ser endémico en áreas tropicales y 

subtropicales (114,115). Las manifestaciones clínicas de la ciclosporiasis, al igual que en las 

enfermedades causadas por otros parásitos protozoarios, están relacionadas con el estado de 

inmunosupresión de los pacientes (116); generalmente incluyen: diarrea acuosa, sin sangre, a 

menudo prolongada y grave, acompañada de pérdida de peso, anorexia, astenia, adinamia, 

dolor abdominal, náuseas y deshidratación, con menos frecuencia estreñimiento, vómito y 

fiebre leve (25,117). Al igual que con Cryptosporidium, la infección por C. cayetanensis se ha 

asociado con una variedad de secuelas, como el síndrome de Guillain-Barré, el síndrome de 

artritis reactiva (síndrome de Reiter) y la colecistitis acalculosa (25,56). 

 

Los estudios basados en la comunidad sobre la distribución por edades de C. cayetanensis son 

escasos. Es posible que el mayor riesgo de infección y diarrea corresponda con los primeros 5 

años de vida, no obstante, en estudios llevados a cabo en países como Nepal, Guatemala, 

Venezuela y Perú, las infecciones por Cyclospora no fueron  detectadas, fueron poco frecuentes 

o asintomáticas en niños menores de 18 meses, lo que puede deberse a la presencia de 

anticuerpos maternos o a una exposición ambiental limitada en este grupo de edad. En otros 

estudios llevados a cabo en Guatemala, Honduras, Haití, Cuba, Venezuela, Nepal y Turquía la 

infección fue más frecuente en escolares menores a los 10 años de edad (116). 

 

Hasta ahora los humanos parecen ser el único huésped natural de C. cayetanensis (32), ya que 

aún no se han confirmado otras especies animales como reservorios o huéspedes 

intermediarios del parásito en el medio ambiente (56), y aunque hay estudios que han descrito 

la presencia de ooquistes que se asemejan a los de C. cayetanensis en varios animales, incluidos 

pollos, patos, ratones, ratas, perros y primates, mediante técnicas de microscopia 

convencional, los hallazgos obtenidos aún son contradictorios e inciertos (97). 

 

El ciclo de vida de C. cayetanensis aún no está completamente caracterizado, al parecer 

requiere un único hospedero para completar todo el ciclo, en el cual se desarrollan tanto los 
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estadios asexuales como sexuales y, sigue los mismos patrones descritos para otros coccidios 

entéricos (116). La infección en el humano inicia con la ingestión de ooquistes esporulados, 

una vez en el yeyuno los esporozoitos de los ooquistes son liberados y penetran el enterocito, 

ocasionando la división asexual, responsable de los daños titulares y la sintomatología, además 

ocurre la reproducción sexual dando lugar a ooquistes no esporulados que son excretados en 

la materia fecal al medio ambiente, necesario para llevar a cabo el proceso de maduración y 

esporulación (25). Las condiciones ambientales para la esporulación aún no están claras, es 

posible que los ooquistes requieran unos días a semanas, dependiendo de los factores 

climáticos que favorezcan su maduración. En condiciones experimentales, la esporulación se 

ha llevado a cabo usando 2,5 % de dicromato de potasio y ocurre en 7 - 13 días a temperaturas 

entre 22 y 32 °C (56). En la figura 1-6 se presenta el ciclo biológico de C. cayetanensis. 

 

La forma de transmisión de C. cayetanesis son los ooquistes, los cuales se han descrito como 

parecidos a esferas, de superficie lisa, doble pared, de 8 – 10 μm de diámetro, caracterizados 

por presentar autofluorescencia azul o verde bajo filtros dicromáticos de 365 nm o 490 nm 

(118). Los ooquistes contienen dos esporoquistes ovoides, cada uno de los cuales contiene dos 

esporozoítos (113). Estas formas quísticas pueden persistir en el ambiente por periodos 

prolongados de tiempo, manteniendo su infectividad incluso en condiciones ambientales 

adversas. Algunas características observadas son: pueden sobrevivir en el agua a 4 °C durante 

2 meses y a 37 °C durante 7 días, la esporulación de los ooquistes no puede inducirse después 

de la congelación a -18 ◦C durante 24 h y después de calentamiento a 60 ◦C durante 1 h, son 

muy resistentes a muchos desinfectantes, incluida la cloración a niveles utilizados en el 

tratamiento del agua, pero son muy sensibles a la desecación; la pared del ooquiste se rompe 

después de 15 minutos. Los ooquistes requieren tiempo, humedad y temperatura moderada 

para volverse infectivos (97,115,116). 
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Figura 1-6: Ciclo biológico de C. cayetanensis. Fuente: (89) 

 

 

 

Con relación a las rutas de transmisión de éste parásito protozoario, los alimentos, el agua y el 

suelo contaminados con ooquistes esporulados son los principales modos de diseminación 

(32,90,95). La transmisión directa de persona a persona a través de la exposición fecal es poco 

probable, debido a que como se mencionó previamente, los ooquistes no son infecciosos en las 

heces recién excretadas (20). En la mayoría de países desarrollados, la ciclosporiasis se ha 

asociado principalmente con el consumo de productos importados, principalmente frutas 
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(frambuesas, moras) y vegetales (lechugas, perejil), y casos de diarrea del viajero, en el último 

caso siendo de gran importancia la región visitada, así como el periodo del año en que se viaja. 

El parásito se ha aislado con mayor frecuencia de los viajeros a Asia, África y Latinoamérica 

(114,115,117). Por otro lado, en zonas en vía de desarrollo, se han realizado pocos estudios 

para abordar las vías de propagación de la infección, sin embargo, es posible que haya 

múltiples rutas de transmisión. En países como Guatemala, Nepal, Vietnam y Egipto, la fuente 

de contaminación de C. cayetanensis correspondió a agua potable o a fuentes de agua utilizadas 

para consumo (116). El agua posiblemente juega un papel fundamental en la transmisión de 

éste parásito protozoario, debido a que la contaminación de los alimentos puede provenir del 

agua de riego empleada, del agua utilizada para el lavado de los alimentos y también del agua 

potable (118). 

 

En Latinoamérica, de 1979 a 2015, se notificaron 16 brotes de protozoos transmitidos por el 

agua, de los cuales C. cayetanensis fue considerado el agente etiológico del 35,3 % (28). En 

Colombia, hasta la fecha, se han detectado principalmente casos aislados de ciclosporiasis y un 

solo brote en la Ciudad de Medellín, entre abril y mayo de 2002, en el cual se analizaron las 

muestras de heces procedentes de 56 pacientes con problemas  gastrointestinales, cuya 

presentación clínica más importante fue astenia, adinamia y diarrea acuosa prolongada, con 

deshidratación y dolor abdominal. De las personas que presentaron la sintomatología, el 55,4 

% (31/56) fueron positivos para C. cayetanensis, encontrando que hubo un mayor consumo de 

jugos y ensaladas entre los pacientes positivos para este agente patógeno  que en los negativos 

(25). Este brote ocurrió durante meses lluviosos, con una precipitación total de 42 mm, 

mientras que el promedio anual fue de 15 mm, lo cual está de acuerdo con la marcada 

estacionalidad en la presentación de los episodios de ciclosporiasis, que se caracteriza por 

presentar tasas de infección más altas durante la temporada de lluvia, que va disminuyendo a 

niveles indetectables durante la temporada seca (95). No obstante, también hay estudios que 

indican que en algunos países el mayor número de casos se presentan durante épocas secas. 

Es posible que la estacionalidad de este microorganismo pueda ser explicada por los rangos 

de temperatura, humedad y otros factores medioambientales que permiten la esporulación y 

sobrevida de los ooquistes (25). 

 

Es importante tener en cuenta que en el estudio de C. cayetanensis, particularmente en 

muestras ambientales, sería valioso contar con herramientas sensibles y específicas para 
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detectar y cuantificar la presencia del parásito, lo cual permitiría una mejor evaluación de la 

epidemiología y los riesgos reales presentados por este microorganismo (113). Actualmente, 

el diagnóstico de la ciclosporiasis en heces se basa en la búsqueda directa de ooquistes por 

medio de examen directo, concentración con formol éter, coloración de Ziellh Neelsen 

modificada y autofluorescencia empleando filtros dicromáticos de 365 nm y 450 a 490 nm, 

para observar la florescencia azul o verde, respectivamente (25). Sin embargo, en muestras 

ambientales,  no hay un protocolo de detección estandarizado en muestras ambientales, como 

el método USEPA 1623 para Giardia y Cryptosporidium en agua (32), y aunque las técnicas 

microscópicas y moleculares disponibles hasta ahora están mejorando sustancialmente, 

pueden aún no ser lo suficientemente sensibles como para detectar C. cayetanensis de manera 

confiable cuando los niveles de contaminación son bajos (115). En el caso de las técnicas de 

microscopia, la principal desventaja en muestras ambientales es la adecuada separación de la 

muestra de todos los desechos y detritos, además se requiere de un observador lo 

suficientemente entrenado para distinguir morfológicamente los ooquistes de Cyclospora de 

otros artefactos que puedan ser similares o presentar autofluorescencia. Con respecto a las 

técnicas moleculares, uno de los principales desafíos es garantizar la adecuada detección de C. 

cayetanensis para que no hayan detecciones inespecíficas de otras especies de Cyclospora o 

Eimeria, ya que en las secuencias de ADN disponibles se ha observado gran homología. Cabe 

destacar que tanto Eimería como las otras especies de Cyclospora son prevalentes en animales 

y por lo tanto pueden encontrarse más fácilmente en el ambiente, lo que podría conducir a 

identificaciones falsas positivas de C. cayetanensis (56,115). En este sentido, se han descrito 

algunas técnicas moleculares basadas en la PCR que permiten la diferenciación entre 

Cyclospora y Eimeria; también se ha descrito el uso de marcadores como las regiones 

espaciadoras internas transcritas (ITS), que podría usarse para identificar diferentes 

genotipos de C. cayetanensis, lo cual sería de gran valor epidemiológico (90). 

 

Aun hacen falta mucha información que permita comprender la biología y epidemiología de C. 

cayetanensis, como por ejemplo estudios con respecto a la presencia y supervivencia de C. 

cayetanensis en el medio ambiente, origen, fuentes y reservorios, estacionalidad, entre otros 

(56,114,116). 
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1.3 Remoción de parásitos protozoarios en las plantas de 
producción de agua potable 

En el año 1900 las enfermedades transmitidas por el agua eran responsables del 25 % de las 

muertes por enfermedades infecciosas. El cloro fue el primer desinfectante utilizado en las 

plantas de tratamiento de agua para consumo humano, reduciendo drásticamente las 

enfermedades transmitidas por el agua (119). Hoy en día, de acuerdo con las directrices de la 

OMS para mejorar la calidad de agua para consumo se recomiendan sistemas de tratamiento 

multi-barrera, que incluyen procesos como sedimentación, pre-filtración, filtración lenta en 

arena, coagulación, floculación, sedimentación, filtración rápida en arena, aireación y 

desinfección a través de ebullición, la radiación UV, cloro y el ozono (15). 

 

De acuerdo con la literatura, pasos eficientes de coagulación/floculación, sedimentación, 

filtración y desinfección pueden remover los protozoos parásitos que normalmente se 

encuentran en las aguas superficiales. Los trofozoitos son susceptibles a la mayoría de 

desinfectantes usados, pero las formas quísticas son más resistentes a la cloración y 

ozonización que la mayoría de bacterias entéricas y virus. Por ejemplo, está bien documentado 

que los quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium son altamente resistentes a 

condiciones medioambientales adversas y a las concentraciones de los desinfectantes 

comúnmente usadas en las plantas de tratamiento de agua. Se ha observado que los quistes de 

Giardia sobreviven en el agua por aproximadamente 2 meses a temperaturas tan bajas como 

8 °C y los ooquistes de Cryptosporidium pueden sobrevivir hasta 1 año a 4 °C en agua de mar 

artificial (9). 

 

Por esta razón, en la eliminación de los agentes patógenos de éste tipo, juega un papel 

fundamental la remoción física mediante múltiples barreras. Los quistes/ooquistes son 

naturalmente electronegativos, una propiedad utilizada durante la filtración y coagulación. En 

la etapa de coagulación, la precipitación usando hidróxidos metálicos puede reducir la 

concentración de los quistes/ooquistes hasta un 99 %. Así mismo, la etapa de filtración a través 

de diatomeas de tierra puede ser muy eficaz, y el uso de recubrimientos electropositivos como 

el óxido de aluminio de hierro hidratado puede mejorar la efectividad de la filtración aún más. 

La filtración a presión a través de filtros de microfiltración o ultrafiltración también puede 

producir una reducción de hasta 6 log de formas quísticas (66). 
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También se ha reportado que algunos quistes son particularmente susceptibles a la irradiación 

UV, abriendo la posibilidad del aprovechamiento de la luz solar natural para su desinfección. 

Los estudios realizados in bach mediante desinfección solar, proceso conocido como método 

SODIS, han mostrado que después de 10 horas de exposición a 48 °C los quistes de Giardia 

muris, E. histolytica y Cryptosporidium parvum dejan de ser infectivos, e incluso que después 

de 1 hora de exposición a luz solar intensa, se podría inactivar hasta un 90 % de los quistes de 

Giardia (66). No obstante, estudios más recientes reportan que muchas formas quísticas de 

protozoarios tienen una capa protectora que impide que la radiación UV tenga contacto con el 

tejido, y que en caso de causar daño e inactivarlos, si no se mantienen en exposición constante 

a la luz UV, pueden recuperar su infectividad (120,121). 

 

Actualmente, teniendo en cuenta la importancia de los microorganismos resistentes a los 

métodos de desinfección empleados con más frecuencia en la producción de agua para 

consumo humano como los protozoos parásitos, existe la necesidad de desarrollar, optimizar 

e implementar métodos de tratamiento alternativos, que puedan hacer frente de forma más 

eficiente y económica a los retos que implican este tipo de microorganismos, así como los altos 

niveles de contaminación hídrica, los problemas de salud pública causados por enfermedades 

relacionadas con el uso de agua contaminada y las normativas cada vez más exigentes con 

respecto a la calidad del agua potable  (121–124). 

 

En las últimas décadas, se ha incrementado notablemente el interés por nuevos métodos de 

desinfección como los procesos de oxidación avanzada (POAs), ya que constituyen alternativas 

potenciales para mejorar los sistemas de tratamiento de fuentes superficiales de agua para la 

producción de agua potable (125–127). Los POAs son un conjunto de métodos que utilizan el 

poder oxidante de los radicales OH• y difieren entre sí por su forma de generarlos (128). Entre 

los métodos utilizados para la producción de los radicales hidroxilo se encuentran: O3/H2O2, 

O3/UV, peroxidación catalítica con sistemas de reacción Fenton, fotocatálisis con semi-

conductores (como TiO2 y ZnO) así como sólidos activos, sonólisis, sono-foto-catálisis, 

peroxidación catalítica en fase húmeda (PCFH) y las diferentes combinaciones entre éstos 

métodos (129,130). 
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Los radicales hidroxilo, que son la base de la eficiencia demostrada por los POAs, son capaces 

de mineralizar diferentes compuestos hasta CO2, agua e iones inorgánicos, sin limitaciones 

importantes de concentración o cambio de fase, y simultáneamente inactivar una alta 

proporción de microorganismos patógenos presentes en el agua (122,123,131). Los radicales 

OH• que hacen parte de las denominadas especies de oxígeno reactivas, permiten procesos 

termodinámicamente más favorables y velocidades de oxidación superiores en comparación 

con otros métodos de oxidación; por ejemplo, tienen la capacidad de reaccionar 100 – 1000 

veces más rápido que agentes oxidantes alternativos como el ozono (132). Los POAs no 

generan subproductos de desinfección tóxicos, generalmente no inducen la formación de lodos 

que requieran tratamiento y/o eliminación adicional, mejoran las características 

organolépticas de las aguas tratadas y son poco selectivos en la degradación de un amplio 

espectro de compuestos orgánicos (124). Todas estas características y los promisorios 

resultados reportados mediante la aplicación de POAs han orientado las investigaciones hacia 

la optimización de los parámetros de operación involucrados en la degradación de 

contaminantes orgánicos, así como el estudio de su potencial en la inactivación de 

microorganismos patógenos. Este último sería un factor determinante para viabilizar la 

aplicación de los POAs en la producción de agua potable a gran escala en el corto plazo. 

1.4 Detección de parásitos protozoarios en agua 

Contar con metodologías sensibles, eficientes y confiables para la detección de parásitos 

protozoarios en ambientes acuáticos, continua siendo un objetivo clave para su estudio y 

monitoreo, que permitan una mejor evaluación del riesgo que representan, entender mejor su 

ecología en las fuentes de agua, así como para elucidar las fuentes de contaminación y las vías 

de transmisión (55,57). Por ésta razón, estos métodos son frecuentemente revisados en 

diversas instituciones a nivel mundial, con el fin de optimizar su sensibilidad y especificidad 

(28,133,134). 

 

Los métodos para detectar parásitos protozoarios en agua, al igual que los métodos 

desarrollados para el estudio de este tipo de microorganismos en otras matrices, como 

muestras clínicas y alimentos, presentan sus propios desafíos, lo cual debe ser considerado al 

adaptar metodologías que no se hayan utilizado en muestras de agua, siendo necesario llevar 

a cabo su adecuada optimización antes de su uso (56). Entre los principales desafíos del 
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estudio de parásitos protozoarios en ambientes acuáticos encontramos, la presencia de restos 

de plantas y animales, sólidos suspendidos, arcillas, ácidos húmicos y fúlvicos, diversos 

productos químicos orgánicos e inorgánicos, otros microorganismos e incluso otros protozoos 

genéticamente similares, los cuales limitan la eficiencia de recuperación y detección de los 

microorganismos blanco (18,31,56). Así mismo, es importante tener en cuenta que en 

muestras ambientales las formas quísticas de los parásitos protozoarios pueden encontrarse 

en pequeñas cantidades, por lo tanto los métodos utilizados para su recuperación deben ser 

capaces de concentrarlos efectivamente y los métodos utilizados para su detección deben ser 

altamente sensibles y específicos (6,55,94). 

 

Hasta ahora la mayoría de métodos diseñados y aprobados se han desarrollado para el 

monitoreo de Cryptosporidium y Giardia en aguas superficiales y en agua destinada al consumo 

humano; pero aún no hay métodos validados para la detección de otros parásitos protozoarios 

como T. gondii y C. cayetanensis en este tipo de matriz, y aunque hay un mejoramiento 

sustancial en esta área, aun hacen falta más estudios que evalúen los métodos propuestos 

(33,36,115,135). Cabe resaltar que generalmente los mismos métodos utilizados para el 

estudio de Giardia y Cryptosporidium han sido adaptados para los otros parásitos protozoarios 

(28,57,136,137). 

 

En los métodos aprobados para el monitoreo de parásitos protozoarios en fuentes de agua los 

pasos claves corresponden principalmente a: toma de muestras, concentración, purificación y 

detección (57,84). 

 

Con respecto a la toma de muestras de agua, si bien no hay un único procedimiento aceptado, 

se debe tener en cuenta que las estrategias de muestreo utilizadas son de gran relevancia en la 

eficiencia de recuperación de los parásitos protozoarios. Entre los factores que se deben tener 

en cuenta están: el volumen de muestra (volumen pequeño: 10 – 50 L; volumen grande: > 50 

L), la concentración total de partículas que se puede procesar, la recolección de muestras 

puntuales o compuestas, el número de muestras que se puede procesar en laboratorio, la 

frecuencia de muestreo y la temporada de muestreo (6,138). Para definir estos aspectos es 

importante tener en cuenta el tipo de agua a muestrear, los datos previos de caracterización 
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fisicoquímica y microbiológica de las fuentes de agua de interés, así como las características y 

capacidad de la metodología a utilizar (84,138). El número de muestras a analizar puede estar 

limitado por los costos de muestreo y costos de procesamiento de las muestras. 

 

En cuanto a la etapa de concentración de las muestras de agua para la recuperación de los 

parásitos protozoarios, tiene como objetivo colectar todas las partículas con un tamaño y una 

velocidad de sedimentación asociadas con los microorganismos blanco. Para ello se han 

desarrollado diferentes metodologías, entre las cuales se encuentran: filtración y recuperación 

de partículas del filtro, precipitación química seguida de la disolución del precipitante, 

centrifugación continua y centrifugación-decantación (18,56,138). Cabe resaltar, que por lo 

general los porcentajes de recuperación de parásitos protozoarios en muestras de agua 

mediante los métodos mencionados son bajos y pueden variar dependiendo del método y de 

la calidad del agua (60,84). La filtración es el método más comúnmente utilizado, y puede 

variar en función del tipo de filtro utilizado, el material del filtro y tamaño de poro (138). De 

acuerdo con Efstratiou et al., (2017), en los últimos 35 años la filtración representa 

aproximadamente el 72 % de los métodos de concentración utilizados (filtros tipo cartucho 45 

%; filtros tipo membrana 27 %; otros 5 %), seguido por floculación con un 10 %, centrifugación 

7 % y ultrafiltración 6 % (138). 

 

En relación con la purificación, el objetivo es la separación selectiva de las formas quísticas de 

los parásitos protozoarios de los materiales inespecíficos en suspensión (139). Entre las 

metodologías utilizadas para este fin se encuentran técnicas de separación por gradiente de 

densidad como flotación y centrifugación en gradiente discontinuo y la técnica de separación 

inmunomagnética, siendo esta última la que proporciona suspensiones de quistes/ooquistes 

más limpias, pero que también corresponden al método más costoso (84,138). Algunas 

limitaciones de estas metodologías están relacionadas, en el caso de la centrifugación con la 

ineficiente remoción de materiales biológicos como levaduras y algas que podrían afectar la 

posterior detección de los parásitos protozoarios y, en el caso de la separación 

inmunomagnética su dependencia del pH, debido a que cuando se eliminan los materiales 

magnéticos, esto provoca que el pH varié del optimo, lo que puede disminuir la afinidad de la 

interacciones anticuerpo-antígeno y por tanto afectar la eficiencia de recuperación de los 

quistes/ooquistes (31). 
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En la etapa de detección de los parásitos protozoarios, hay varias metodologías desarrolladas, 

de las cuales las de mayor interés son las técnicas basadas en microscopia y las técnicas de 

biología molecular (78,113). Entre las técnicas de microscopía se encuentran: microscopía de 

contraste de fases y microscopía de contraste diferencial de interferencia (DIC), las cuales 

permiten observar la morfología interna de los parásitos y proporcionan una mejor 

visualización e identificación en comparación con la microscopía óptica, así mismo la 

microscopía de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos monoclonales o policlonales 

marcados con isotiocianato de fluoresceína (ITFC), lo que permite incrementar la capacidad 

de visualizar los quistes/ooquistes y diferenciarlos de materiales inespecíficos, a esta 

metodología generalmente se integran tinciones con colorantes fluorescentes nucleofílicos 

como por ejemplo DAPI y yoduro de propidio, los cuales pueden revelar detalles estructurales 

de los quistes/ooquistes, facilitando su identificación morfológica (84,138,139). Sin embargo, 

las técnicas de microscopia pueden ser laboriosas, en particular cuando la muestra tiene 

muchos detritos y se requiere de personal bien entrenado que pueda distinguir las 

características microscópicas de los parásitos protozoarios de interés de artefactos u otras 

estructuras similares, que incluso puedan presentar autofluorescencia (115). 

 

Por otro lado, con respecto a las técnicas de biología molecular, se han descrito varios métodos 

basados principalmente en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), con la utilización de 

iniciadores específicos que presentan una alta sensibilidad y especificidad en la detección de 

parásitos protozoarios en muestras ambientales (57,80). Entre las técnicas que más 

ampliamente se han utilizado se encuentran: PCR convencional, PCR anidada, qPCR, RT-PCR, 

PCR-RFLP y más recientemente LAMP (138). Las principales ventajas de éstas técnicas son: 

capacidad de analizar un gran número de muestras en un corto tiempo, bajo costo económico, 

potencial para eliminar resultados falsos positivos encontrados mediante las técnicas de  

microscopia, diferenciación entre especies y genotipos, así como también pueden 

proporcionar información respecto a la viabilidad de los quistes/ooquistes (5,31,57,66). 

 

De las técnicas mencionadas, la qPCR constituye un método altamente eficiente, con 

sensibilidad, especificidad, rapidez y reproducibilidad mejoradas, lo que favorece la detección 

de las formas quísticas en muestras ambientales, en las cuales es común que se encuentren en 
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bajas cantidades (31,65). Diferentes estudios han indicado la detección exitosa de parásitos 

protozoarios como Giardia y Cryptosporidium en diferentes tipos de muestras de agua 

mediante la qPCR (34). Una de las ventajas de ésta técnica es que no se requiere la 

manipulación de las muestras posterior al proceso de amplificación en pasos como la 

electroforesis, generalmente utilizada para la verificación de los amplicones obtenidos en 

otros métodos basados en la PCR (98). La qPCR se basa en la detección en tiempo real de las 

secuencias específicas de ácidos nucleicos mediante el uso de reporteros fluorescentes en la 

reacción. La química fluorescente puede estar basada en métodos específicos y no específicos; 

los no específicos se basan en el uso de moléculas intercalantes que tienen afinidad por el ADN 

de doble cadena que al ser oxidados generan una señal fluorescente, la fluorescencia emitida 

es capturada en la etapa de extensión de cada ciclo y es proporcional al número de copias de 

ADN de doble cadena obtenidas en cada ciclo de la PCR. Entre los reporteros más usados para 

este fin se encuentran el SYBR Green y EVA Green (140). Los métodos específicos se basan en 

pruebas de hidrolisis o pruebas por hibridación. Las primeras se basan en sondas 

fluorescentes de oligonucleótidos marcadas con un reportero fluorescente y un quencher. En 

el proceso de amplificación, a medida que la sonda se une a la secuencia blanco, ocurren 

cambios conformacionales en el reportero y el quencher, que permiten que la actividad 

exonucleasa 5´ 3´ de la Taq Polimerasa libere el reportero y este a su vez emita fluorescencia 

a una longitud de onda especifica que será detectada en tiempo real, para lo cual se utilizan 

termocicladores especializados equipados con módulos de detección para monitorizar la 

fluorescencia a medida que se produce la amplificación, un ejemplo de estos sistemas son las 

sondas comerciales conocidas como TaqMan (141,142). En cuanto a las pruebas por 

hibridación, consisten en una sonda unida a un reportero fluorescente que se encuentra muy 

próximo a un aceptor fluorescente unido a otra sonda. Tanto el reportero como el aceptor 

presentan un espectro de excitación y de emisión similar, de tal forma que cuando las dos 

sondas hibriden a su templado blanco, el reportero es excitado y la señal emitida es transferida 

al aceptor, generando un incremento en la cantidad de fluorescencia, un ejemplo de este 

método son las sondas molecular Beacons (140). 

 

Entre las otras técnicas mencionadas, la RT-PCR ha sido empleada principalmente en estudios 

de viabilidad y la PCR anidada y la PCR-RFLP se aplican ampliamente para la discriminación 

entre los principales genotipos de los parásitos protozoarios, seguido de la secuenciación del 

producto amplificado (43,138). En cuanto a la LAMP, éste es un nuevo método para la 
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amplificación de ADN bajo condiciones isotérmicas, entre las ventajas de esta metodología se 

encuentran su costo-efectividad comparado con otros ensayos moleculares, su velocidad y alta 

sensibilidad y especificidad, no requiere el uso de termociclador y no es afectada por la 

presencia de inhibidores, entre las desventajas se encuentran el difícil diseño de los iniciadores 

a utilizar (33,84,94,138). En la tabla 1-5 se presentan algunos estudios en los cuales se llevó a 

cabo la detección de parásitos protozoarios mediante técnicas de biología molecular, 

principalmente en muestras de agua: 

 

Tabla 1-5: Detección de parásitos protozoarios mediante técnicas moleculares. 

 
Técnica Parásito protozoario detectado Referencia 

PCR 

Cryptosporidium spp. (5,9,53,143,82,95,135) 
C. cayetanensis (144) 

E. histolytica (99,112) 
Giardia spp. (5,9,83,42,49,53,143,82,135,145) 

T. gondii (36,53,146) 

RFLP 
Cryptosporidium spp. (83,45,95) 

G. duodenalis (41) 

qPCR 

Cryptosporidium spp. (34,55,59,78,147) 
C. cayetanensis (113,135,147) 

Giardia spp. (34,78) 
T. gondii (36,98,147) 

RT-PCR 
Cryptosporidium spp. (5) 

Giardia spp. (5) 

LAMP 
Cryptosporidium spp. (94) 

Giardia spp. (94) 
T. gondii (33,146) 

 
 
Una de las grandes ventajas de las técnicas de biología molecular es que permiten discriminar 

a nivel de especies y genotipos, información que puede ser relevante para la evaluación de las 

fuentes de infección en humanos y en el estudio del potencial riesgo que representan los 

parásitos protozoarios que se encuentran en los animales y en el medio ambiente para la salud 

pública (57,93). Entre los métodos más ampliamente usados para este fin se destacan: técnica 

del polimorfismo de longitud de fragmentos de restricción (RFLP), análisis de secuenciación y 

análisis de curva melting. En el caso de Cryptosporidium, los marcadores moleculares más 

ampliamente utilizados corresponden a la subunidad pequeña del ARN ribosomal, la 

glucoproteína gp60, la proteína de choque térmico hsp70 y la proteína de la pared de los 
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ooquites COWP; en el caso de Giardia, los marcadores utilizados con mayor frecuencia 

corresponden a genes polimórficos como β-giardina (bg), factor de elongación 1-alfa (ef1α), 

glutamato deshidrogenasa (gdh) y triosa fosfato isomerasa (tpi) (10,87,93). 

 

Sin embargo, las técnicas de biología molecular basadas en la PCR también presentan algunas 

desventajas, entre las cuales se encuentra la dependencia de la calidad del ADN extraído, 

debido a que los parásitos protozoarios se caracterizan por presentar paredes quísticas 

resistentes que dificultan los pasos de lisis empleados en los protocolos de extracción de ADN, 

además la presencia de inhibidores de la PCR, comúnmente encontrados en ambientes 

acuáticos, también pueden afectar los resultados obtenidos. 

 

Actualmente, también se están diseñando otras metodologías para la detección de parásitos 

protozoarios en muestras de agua, por ejemplo se han desarrollado una gran variedad de tipos 

de biosensores: óptico, electroquímico, mecánico, piezoeléctrico, que ofrecen la posibilidad de 

combinar en un chip una variedad de moléculas con especificidad para una gran gama de 

patógenos, que permitirían monitorear agua en tiempo real (148–150). Hasta ahora se han 

evaluado algunos biosensores para la detección de Cryptosporidium, pero ninguno de ellos 

presenta un alto nivel de sensibilidad (149). Así mismo, se han desarrollado microarreglos de 

ADN, los cuales son biosensores especializados que utilizan oligonucleótidos inmovilizados y 

específicos para escanear mezclas de nucleótidos purificados. Las muestras ambientales 

representan un considerable reto para el uso de microarreglos, debido a la abundancia de 

diferentes tipos de patógenos, que pueden ocasionar mucho ruido en las señales detectadas 

mediante esta técnica. Para mejorar estas señales se puede emplear un paso intermedio de 

PCR, no obstante este paso puede implicar sesgos en la detección, lo cual es un problema, ya 

que el objetivo de ésta metodología es la detección de múltiples patógenos a partir de una sola 

muestra. Wang et al., (2004) describieron un microarreglo de ADN capaz de detectar el 

genotipo de los principales protozoos parásitos trasmitidos por el agua: E. histolytica, E. dispar, 

ensamblajes A, B, y C de G. duodenalis, C. parvum y C. hominis. A pesar de la utilidad que pueden 

representar los microarreglos aún no se utilizan de manera rutinaria, pero se sigue 

profundizando en su estudio y potencial en este campo (66).  

 

Por otra parte, es importante tener en cuenta que una de metodologías más ampliamente 

aceptada en el monitoreo conjunto de Giardia y Cryptosporidium en agua es la USEPA 1623, 
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desarrollada por la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos, la cual es 

considerada como el método de referencia en el estudio de éstos parásitos protozoarios en 

ambientes acuáticos; en Europa el procedimiento análogo corresponde al método ISO 15553 

(84,94). La USEPA 1623 sigue los siguientes pasos: concentración de la muestra por filtración, 

purificación mediante separación inmunomagnética y detección mediante microscopía de 

inmunofluorescencia (31,57,134). 

 

Sin embargo, esta metodología presenta algunas desventajas, entre las cuales se encuentran: 

alta dependencia de la calidad del agua y su turbiedad, debido a que durante el proceso de 

filtración se pueden acumular partículas que pueden limitar la eficiencia de la recuperación 

del método, el porcentaje de recuperación también puede ser afectado por las variaciones del 

pH durante la etapa de purificación de los microorganismos blanco mediante separación 

inmunomagnética, durante la detección mediante microscopia de inmunofluorescencia puede 

presentarse reacción cruzada con otros organismos de tamaño y forma similar a los de interés, 

por tanto se quiere de personal con alta experiencia en la discriminación microscópica de los 

quistes/ooquistes, no diferencia entre especies y genotipos, información relevante para 

determinar la importancia en salud de los resultados del monitoreo de parásitos protozoarios, 

así como las posibles fuentes de contaminación, presenta un alto costo, debido a los 

requerimientos en equipos e infraestructura durante el proceso de implementación de la 

técnica, así como reactivos y consumibles de uso constante que en su mayoría son muy 

costosos, lo cual restringe su uso principalmente en países en vía de desarrollo 

(18,28,34,59,138). Teniendo en cuenta esto, en América Latina, muchos investigadores aplican 

solo algunos pasos de la USEPA 1623 y modifican otros, con el fin de minimizar los costos de 

sus investigaciones de acuerdo con los objetivos de cada estudio (28). Teniendo en cuenta lo 

anterior, las técnicas de biología molecular cada vez ganan mayor importancia, por las ventajas 

enumeradas previamente (39,78). 

 

Finalmente, cabe resaltar que la información disponible con respecto a los métodos de 

detección de parásitos protozoarios en agua, sugiere la necesidad de metodologías rentables, 

altamente sensibles y específicas, en las que se puedan resolver las limitaciones de los métodos 
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disponibles actualmente, que faciliten el monitoreo de parásitos protozoarios en agua y que 

permitan la obtención de información estandarizada(138). 

 





 

 

2. Capítulo 2: Objetivos 

2.1 Objetivo general 

Detectar Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, Toxoplasma gondii 

y Entamoeba histolytica, y caracterizar las subpoblaciones de Giardia duodenalis y 

Cryptosporidium spp., en agua cruda y tratada de cuatro plantas potabilizadoras del 

Departamento de Nariño (Colombia). 

2.2 Objetivos específicos 

 Detectar el ADN de Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, 

Entamoeba histolytica y Toxoplasma gondii en muestras de agua cruda y tratada de las 

plantas potabilizadoras en estudio, mediante PCR en tiempo real 

 

 Caracterizar las sub-poblaciones de Giardia duodenalis y Cryptosporidium spp., en 

muestras de agua cruda y tratada de las plantas potabilizadoras en estudio, mediante 

secuenciación. 

 





 

 

3. Capítulo 3: Metodología 

El presente estudio es de tipo descriptivo y exploratorio, y hace parte del macro-proyecto 

titulado “Desarrollo y aplicación de la Tecnología de Oxidación Avanzada PCFH para mejorar 

la calidad del agua potable en el Departamento de Nariño”, financiado por el Fondo de CTeI del 

Sistema General de Regalías al Departamento de Nariño, liderado por el Grupo de Investigación 

en Materiales Funcionales y Catálisis - GIMFC de la Universidad de Nariño, BPIN 

2014000100020. 

3.1 Área de estudio 

Este proyecto de investigación se llevó a cabo en plantas encargadas de la distribución de agua 

para consumo humano, pertenecientes a los municipios de Pasto (Latitud 1° 12' 52" N; 

Longitud 77° 16' 41" O; altitud: 2.527 msnm; temperatura media: 12 °C), Ipiales (Latitud 0° 49' 

44" N; Longitud 77° 38' 26" O; altitud: 2.900 msnm; temperatura media: 12 °C), Túquerres 

(Latitud 1° 05' 14" N; Longitud 77° 37' 08" O; altitud: 3.104 msnm; temperatura media: 11 °C) 

y Tumaco (Latitud 1° 48' 24" N; Longitud 78° 45' 53" O; altitud: 1 msnm; temperatura media: 

26 °C), ubicados en el Departamento de Nariño. En la figura 3-1 se presentan los municipios 

de muestreo. 
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Figura 3-1: Mapa del Departamento de Nariño, señalando los municipios en los cuales se llevó 

a cabo el estudio.  

 

 

3.2 Toma de muestras 

En este estudio se llevaron a cabo dos muestreos, uno en el mes de marzo y otro entre los 

meses de agosto y septiembre del 2016. Los meses de muestreo fueron seleccionados a 

conveniencia, de acuerdo con la información de la precipitación mensual promedio del 

Departamento de Nariño, proporcionada por el Instituto de Hidrología, Meteorología y 

Estudios Ambientales de Colombia - IDEAM. Lo anterior con el fin de tomar muestras en dos 

temporadas con niveles de precipitación diferentes, siendo el mes de marzo considerado como 

lluvioso y los meses de agosto y septiembre como secos. 

 

En los municipios de Pasto, Ipiales y Túquerres se tomaron muestras en una de las plantas que 

abastece agua a la zona urbana, además en Ipiales se tomaron muestras en 5 plantas veredales 

(A, B, C, D y E) y en Tumaco se tomaron muestras en 6 plantas veredales (A, B, C, D, E y F). Para 

efectos de este estudio, las plantas de tratamiento que abastecen agua a zonas urbanas serán 

abreviadas como PTACH y las plantas veredales que abastecen agua a zonas rurales, también 

conocidas como acueductos veredales serán abreviadas como AV. 
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En las plantas que abastecen agua a zonas urbanas, se tomaron tres tipos de muestras de agua, 

que fueron colectadas en tres puntos diferentes de las plantas de tratamiento: (i) a la entrada, 

cuando aún no han recibido ningún tipo tratamiento, las cuales se denominaron muestras de 

agua cruda, (ii) posterior al tratamiento fisicoquímico y (iii) posterior al tratamiento de 

desinfección con cloro, ver figura 3-2. 

 

Figura 3-2: Puntos de muestreo en las plantas de tratamiento de agua para consumo humano 

que abastecen agua a zonas urbanas. Fuente: esta investigación. 

 

 
 
 
En las plantas que abastecen agua a zonas rurales o acueductos veredales, se tomaron 

únicamente muestras de agua cruda, debido a que en el momento del muestreo no se estaba 

aplicando ningún tipo de tratamiento en los acueductos en estudio, con excepción del 

acueducto F de Tumaco, en el cual se tomaron muestras de agua cruda y post-tratamiento. 

 

En cada punto de muestreo, se tomaron muestras de agua puntuales de 10 L cada una, a 50 – 

100 cm de la orilla, a una profundidad de 15 – 30 cm. Adicionalmente, se tomaron datos in situ 

de oxígeno disuelto, pH, temperatura y conductividad eléctrica del agua, y se recolectaron 

muestras para llevar a cabo el análisis de COT y turbiedad, el cual fue realizado por los 

investigadores del componente químico del macroproyecto. Una vez tomadas las muestras, 

éstas fueron transportadas inmediatamente a los laboratorios de la Universidad de Nariño, 

bajo adecuadas condiciones de refrigeración y transporte. 

 

El número de muestras a tomar fue determinado teniendo en cuenta el número de  muestras 

y frecuencia de muestreo establecido como control de la calidad microbiológica del agua para 
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consumo humano en la Resolución 2115 de 2007 y la frecuencia de detección de G. duodenalis, 

Cryptosporidium spp., C. cayetanensis, E. histolytica y T. gondii, reportada en la literatura a nivel 

mundial. En la tabla 3-1 se presenta el plan de muestreo. 

 
Tabla 3-1: Plan de muestreo llevado a cabo en las plantas de tratamiento de agua para 

consumo humano y en los acueductos veredales en estudio. Fuente: esta investigación. 

 
 

Municipio 
Sitio de 

muestreo 

No. plantas/ 
acueductos 
veredales 

Días de 
muestreo 

Total 
muestras  

Muestreo I:  
marzo 2016 

Pasto 
Planta zona 

urbana 
1 2 12  

Túquerres 
Planta zona 

urbana 
1 2 12   

Ipiales 

Planta zona 
urbana 

1 2 12   

Ac. veredales 5 1 10   

Tumaco Ac. veredales 6 1 13  

Muestras tomadas 59 

Muestreo II:  
agosto – 

septiembre 
2016 

Pasto 
Planta zona 

urbana 
1 2 12   

Túquerres 
Planta zona 

urbana 
1 2 12   

Ipiales 

Planta zona 
urbana 

1 2 12   

Ac. veredales 5 1 10   

Tumaco Ac. veredales 6 1 12  

Muestras tomadas 58 

Total muestras  117 

3.3 Procesamiento de las muestras 

Previo al procesamiento de las muestras de agua, se realizaron ensayos control para evaluar 

la metodología propuesta con el parásito protozoario G. duodenalis. Para ello se realizó un 

ensayo adicionando concentraciones conocidas de los quistes de éste microorganismo a 10 L 

de agua tipo I. El ensayo se realizó con G. duodenalis, debido a que se contó con los quistes para 

llevar a cabo todas las pruebas requeridas. El número de quistes adicionado en cada ensayo 

fue: 5, 10, 25, 50, 75 y 100. Posteriormente, se realizó la filtración de los 10 L de agua, la 

extracción de ADN y la detección de los parásitos mediante qPCR, obteniendo que incluso 

cuando se adicionaban 5 quistes en los 10 L de agua se detectaban mediante la metodología 

planteada. 
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Igualmente, antes de llevar a cabo los ensayos de qPCR con las muestras de agua, se realizaron 

ensayos con los controles de ADN de cada microorganismo, obteniendo la detección de G. 

duodenalis hasta en 0,00392 ng de ADN, la detección de Cryptosporidium spp hasta en 0,7948 

ng de ADN, la detección de T. gondii hasta en 0,12 ng de ADN y la detección de E. histolytica 

hasta en 0,00379 ng de ADN. 

 

Con respecto a las muestras de agua, una vez tomadas se transportaron a los laboratorios de 

la Universidad de Nariño, donde se procedió a su respectiva filtración, elución y concentración. 

Posteriormente, las muestras concentradas fueron llevadas a la Universidad Nacional de 

Colombia, bajo adecuadas condiciones de transporte y refrigeración, donde se llevó a cabo la 

extracción de ADN y detección de los parásitos en estudio mediante qPCR de punto final; la 

identificación de los ensamblajes de G. duodenalis y especies de Cryptosporidium spp., se llevó 

a cabo en la Universidad del Rosario. En la figura 3-3, se presenta un diagrama de flujo con los 

pasos metodológicos desarrollados. 

 
Figura 3-3: Diagrama de flujo con los pasos metodológicos desarrollados. Fuente: esta 

investigación. 
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3.3.1 Filtración, elución y concentración de parásitos 

La recuperación de los parásitos protozoarios se realizó siguiendo la metodología descrita por 

Ortíz, (2017) y Franco et al., (2012) (18,151). Para ello, las muestras de agua cruda fueron 

filtradas utilizando membranas de nitrocelulosa de 3 μm de porosidad, 47 mm de diámetro, y 

las muestras de agua tomadas posterior al tratamiento fisicoquímico y posterior al proceso de 

desinfección, fueron filtradas utilizando membranas de nitrocelulosa de 1,2 μm de porosidad, 

47 mm de diámetro. Las membranas obtenidas en el proceso de filtración fueron lavadas 2 

veces con 5 mL de solución de elución (Tween 80 al 0.01 % y antiespumante). Posteriormente, 

para la concentración de la muestra, el volumen recuperado de los lavados fue transferido a 

tubos de poliestireno estériles y centrifugado a 1500 x g durante 15 minutos. A continuación, 

se descartó el sobrenadante y se dejó 1 mL de este sobre el pellet, el cual fue transferido a un 

tubo nuevo estéril. 

3.3.2 Extracción de ADN 

La extracción de ADN se realizó a partir de la suspensión obtenida previamente, usando el kit 

comercial FastDNA® SPIN for soil, el cual ya ha sido reportado previamente en la extracción 

de ADN de los parásitos protozoarios en estudio con buenos resultados (61,143). Este kit 

contiene una mezcla de partículas de cerámica y sílice diseñadas para lisar eficazmente 

diferentes tipos de microorganismos de suelo y de diferentes muestras ambientales, esto en 

presencia de los buffer MT y fosfato sódico, que protegen y solubilizan los ácidos nucleicos tras 

la lisis celular. Estos reactivos trabajan en conjunto para permitir la extracción de ADN 

genómico con una contaminación mínima de ARN. Después de la lisis, las muestras se 

centrifugan para sedimentar los desechos celulares y la matriz de lisis. Finalmente, el ADN se 

purifica del sobrenadante con un procedimiento GENECLEAN® a base de sílice utilizando 

filtros SPIN. 

 

Al protocolo recomendado por el fabricante del kit, se le realizaron algunas modificaciones con 

el fin de optimizar la lisis de la pared de las formas quísticas, considerado como el principal 

reto en la extracción de ácidos nucleicos de parásitos protozoarios (37). Las modificaciones 

realizadas fueron las siguientes: incubación de las muestras a 90 °C en placa de calentamiento 

durante 10 minutos, 2 ciclos en el disruptor celular Mini BeatBeater durante 3 minutos e 
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incubación en hielo durante 2 minutos, elución del ADN en 50 µL de buffer DES e incubación 

de las muestras durante 5 minutos a 55 °C posterior a la adición del buffer de elución. 

 

Durante el proceso de extracción de ADN, además de la muestra se adicionaron 10 µL del 

control interno (CI) (100 pg/µL), que corresponde al plásmido recombiante pZErO-2, el cual 

contiene clonada la secuencia que codifica para la proteína Tip5:1 de Arabidopsis  thaliana, una 

acuporina específica del polen que no contiene semejanza con proteínas de los parásitos en 

estudio. Este plásmido se utilizó como un control del proceso de extracción de ADN y su 

posterior amplificación, con el fin de descartar resultados falsos-negativos debidos a 

sustancias inhibitorias de la PCR o pérdida de ADN durante el procesamiento de las muestras 

(152–154). 

 

En las muestras que presentaron resultado negativo y no se observó la amplificación del 

control interno, se realizó la siguiente estrategia metodológica para descartar resultados falsos 

negativos: (i) dilución de las muestras con el fin de descartar que la cantidad de ADN estuviera 

saturando la reacción de PCR (ii) repetición de la extracción de ADN para descartar errores de 

manipulación o perdidas de ADN durante el procesamiento de las muestras y (iii) repetición 

de la extracción de ADN con el kit de extracción ZR Soil Microbe DNA MiniPrep, caracterizado 

por eliminar ácidos húmicos/polifenoles que puedan inhibir la reacción de amplificación. 

3.3.3 Detección de los parásitos mediante PCR en tiempo real de punto 
final 

Posterior a la extracción del ADN, se procedió a la detección de los parásitos en estudio: G. 

duodenalis, Cryptosporidium spp., T. gondii, E. histolytica y C. cayetanensis, mediante PCR en 

tiempo real de punto final, con iniciadores y sondas TaqMan específicos para cada uno de los 

5 patógenos en estudio, los cuales fueron confirmados bioinformáticamente antes de su uso. 

En la tabla 3-2 se presentan los iniciadores y las sondas en mención. 
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Tabla 3-2: Información de las secuencias de los iniciadores y sondas usados en los ensayos de 

qPCR. Fuente: adaptada de (55,65,98,154,155). 

 

Parásito 
Secuencia iniciador forward (5’  3’) 

Región 
blanco 

Referencia Secuencia iniciador reverse (5’  3’) 
Secuencia sonda (5’  3’) 

Cryptosporidium 
spp. 

GTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGG 
GAGTAAGGAACAACCTCCAATCTCTAG 
6FAM/TCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACTATG
CC/TAMRA 

18S ARNr (55)  

Giardia duodenalis 
CATGCATGCCCGCTCA 
AGCGGTGTCCGGCTAGC 
6FAM/AGGACAACGGTTGCAC/MGB 

18S ARNr (65)  

Entamoeba 
histolytica 

GTTTGTATTAGTACAAAATGGCCAATTC 
TCGTGGCATCCTAACTCACTTAGA 
6FAM/CAATGAATTGAGAAATGACA/MGB 

18S ARNr (65)  

Toxoplasma gondii 
TCCCCTCTGCTGGCGAAAAGT 
AGCGTTCGTGGTCAACTATCGATTG 
6FAM/TCTGTGCAACTTTGGTGTATTCGCAG/TAMRA 

B1 gene (98)  

Cyclospora 
cayetanensis 

TAGTAACCGAACGGATCGCATT 
AAT GCC ACG GTA GGC CAA TA 
HEX/CCGGCGATAGATCATTCAAGTTTCTGACC/DABCYL 

18S ARNr 
 

(155) 

Control interno 
(CI) 

ACCGTCATGGAACAGCACGTA 
CTCCCGCAACAAACCCTATAAA 
VIC/AGCATCTGTTCTTGAAGGT/NFQ-MGB 

(154) 

 
 
Los ensayos de qPCR para la detección de G. duodenalis, E. histolytica, Cryptosporidium spp. y 

T. gondii se llevaron a cabo en el equipo Applied Biosystem 7500, siguiendo la metodología 

descrita por Mejia et al., (2013) (65), Burnet et al., (2013) (55) y Lin et al., (2000) (98), estudios 

que se utilizaron como base para obtener las secuencias de los iniciadores y sondas utilizados 

para la detección de cada uno de los parásitos en estudio, como se presenta en la tabla 3-2. 

 

La reacción de amplificación se realizó en un volumen final de 9 µL y en el caso de 

Cryptosporidium spp., en un volumen final de reacción de 10 µL. La concentración y el volumen 

de los componentes de la reacción de amplificación se describen en la tabla 3-3. 
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Tabla 3-3: Componentes de reacción de la qPCR para la detección de los parásitos 

protozoarios en estudio. Fuente: esta investigación. 

 

Componente 
Concentración 

(µM) 
Volumen por 
reacción (µL) 

Agua  0,3 
Master mix -- 3,5 
Iniciador Fw  10  1,0 
Iniciador Rv  10  1,0 
Iniciador Fw CI 10  0,4 
Iniciador Rv CI 10  0,4 
Sonda Crypto 5  0,2 
Sonda CI 5  0,2 
Muestras ADN (G. duodenalis, E. 
histolytica, T. gondii) 

-- 2,0 

Muestra ADN (Cryptosporidium) -- 3,0 

 
 
El perfil térmico utilizado para la amplificación mediante qPCR de cada uno de los parásitos en 

estudio se describe en la tabla 3-4. 

 

Tabla 3-4: Perfil térmico utilizado para la detección de cada uno de los parásitos en estudio. 

Fuente: esta investigación. 

 
G. duodenalis, E. histolytica 

 Ciclos Temperatura Tiempo 
Paso 1 1 50 °C 2 min 
Paso 2 1 95 °C 10 min 

Paso 3 40  
95 °C 15 seg 
58 °C 1 min 
60 °C 1 min 

Cryptosporidium spp. 
 Ciclos Temperatura Tiempo 

Paso 1 1 50 °C 2 min 
Paso 2 1 95 °C 10 min 

Paso 3 50  
95 °C 15 seg 
60 °C 1 min 

T. gondii 
 Ciclos Temperatura Tiempo 

Paso 1 1 50 °C 2 min 
Paso 2 1 95 °C 10 min 

Paso 3 40  
95 °C 15 seg 
60 °C 1 min 

 
 
Controles: como control negativo de la qPCR se utilizó ADN extraído a partir de una muestra 

de agua tipo I y como control positivo se utilizó ADN de cada uno de los parásitos en estudio: 
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Control positivo G. duodenalis: ADN obtenido a partir de un cultivo axénico en medio TYS-33 

London School of Hygiene and Tropical Medicine, cepa de referencia WB, banco de muestras 

del Laboratorio de Parasitología del Departamento de Salud Pública de la Universidad Nacional 

de Colombia. 

Control positivo E. histolytica: ADN obtenido a partir de un cultivo axénico en medio TYS-33 

London School of Hygiene and Tropical Medicine, cepa de referencia HM1, banco de muestras 

del Laboratorio de Parasitología del Departamento de Salud Pública de la Universidad Nacional 

de Colombia. 

Control positivo Cryptosporidium: ADN de referencia,  banco de muestras del Laboratorio de 

Parasitología del Departamento de Salud Pública de la Universidad Nacional de Colombia. 

Control positivo T. gondii: ADN de referencia donado por el grupo de investigación GEPAMOL 

de la Universidad del Quindío. 

 

Todas las muestras fueron procesadas por duplicado. 

 

Interpretación de resultados: una muestra fue considerada positiva cuando se observó 

fluorescencia detectable, cuando la curva de fluorescencia cruzo el umbral dando lugar a un Ct 

menor o igual a 38 y fue considerada negativa cuando no se observó fluorescencia detectable, 

cuando la curva de fluorescencia no cruzo el umbral dando lugar a la ausencia de Ct o a un Ct 

mayor a 38. En cada ensayo se tuvo en cuenta la adecuada amplificación de los controles 

positivos, la ausencia de amplificación de los controles negativos y se analizó muestra a 

muestra la amplificación del control interno. 

 

En el caso de Cyclospora cayetanesis, la detección se realizó con la colaboración de la División 

de Enfermedades Parasitarias y Malaria de los Centros para el Control y la Prevención de 

Enfermedades CDC, Atlanta, Estados Unidos, con los iniciadores y sondas descritos en la tabla 

3-2, siguiendo la metodología descrita por Qvarnstrom et al., 2017 (155). 

3.3.4 Identificación de los ensamblajes de Giardia duodenalis y 
especies de Cryptosporidium spp 

Para la identificación de las sub-poblaciones de G. duodenalis y Cryptosporidium spp en las 

plantas de tratamiento de agua para consumo humano y acueductos veredales en estudio, 
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todas las muestras con resultado positivo para estos dos parásitos protozoarios mediante 

qPCR, fueron analizadas mediante PCR y secuenciación. 

 

Para la detección de los ensamblajes de G. duodenalis, las muestras positivas para este 

microorganismo mediante qPCR con el marcador 18S ARNr, fueron analizadas mediante PCR 

semi-nested con el marcador gdh (glutamato deshidrogenasa) y mediante PCR nested con el 

marcador tpi (triosa fosfato isomerasa). La selección de estos marcadores se realizó teniendo 

en cuenta que son loci conservados en Giardia, pero que al mismo tiempo presentan una alta 

heterogeneidad genética que permite la genotipificación de éste parásito protozoario 

(41,42,81,86). Así mismo, para la detección de las especies de Cryptosporidium spp., las 

muestras positivas para este microorganismo mediante qPCR, fueron analizadas mediante 

PCR convencional con el marcador SSU ARNr (subunidad menor del ARN ribosomal). En la 

tabla 3-5 se presentan los Iniciadores utilizados en cada una de las PCRs. Este marcador fue 

seleccionado teniendo en cuenta su naturaleza multicopia (20 copias por ooquiste), lo cual 

incrementa la probabilidad de detectar ooquistes de Cryptosporidium en muestras 

ambientales, en las que generalmente se encuentra en pequeñas cantidades (6,55,59). Además, 

este gen tiene regiones con secuencias de nucleótidos semiconservadas e hipervariables que 

favorecen la identificación de las especies de Cryptosporidium (46,48,59,156). 

 

Tabla 3-5: Información de las secuencias de los iniciadores que serán usados en las PCRs. 

Fuente: adaptada de (41,42,45). 

 

Parásito 
Secuencia iniciador forward (5’  3’) 

Región blanco Referencia 
Secuencia iniciador reverse (5’  3’) 

Giardia 
duodenalis 

GDHeF/TCAACGTYAAYCGYGGYTTCCGT 
GDHiF/CAGTACAACTCYGCTCTCGG 
GDHiR/GTTRTCCTTGCACATCTCC 

gdh (41)  

AL3543/AAATIATGCCTGCTCGTCG 
AL3546/CAAACCTTITCCGCAAACC 
AL3544/CCCTTCATCGGIGGTAACTT 
AL3545/GTGGCCACCACICCCGTGCC 

tpi (42)  

Cryptosporidium 
spp. 

SSUrRNAF/AGTGACAAGAAATAACAATACAGG 
SSUrRNAR/CCTGCTTTAAGCACTCTAATTTTC 

SSU ARNr (45)  

 
 
Todos los ensayos de PCR se llevaron a cabo en el Termociclador MultiGene OptiMax, Labnet, 

en un volumen final de reacción de 25 µL. La concentración y el volumen de los componentes 

de amplificación se describen en la tabla 3-6. 
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Tabla 3-6: Componentes de reacción de la PCR para la detección de las sub-poblaciones de G. 

duodenalis y Cryptosporidium spp. Fuente: esta investigación. 

 
Componente  Concentración 

(µM) 
Volumen por 
reacción (µL) 

Agua -- 6,5 
Master mix 2 X 12,5 
Iniciador Fw  10 µM 2,0 
Iniciador Rv  10 µM 2,0 
Muestra ADN -- 2,0 

 
El perfil térmico utilizado para la amplificación de G. duodenalis y Cryptosporidium spp con 

cada uno de los marcadores mencionados anteriormente, se describen en las tablas 3-7, 3-8 y 

3-9: 

 

Tabla 3-7: Perfil térmico utilizado en la amplificación del gen gdh para la detección de G. 

duodenalis. Fuente: esta investigación. 

 

Pasos 
 PCR 1 PCR 21 

Ciclos T °C Tiempo T °C Tiempo 
Denaturación inicial 1 95  10 min 95  10 min 
Denaturación 

35 
95  1 min 95  1 min 

Anillamiento 50 1 min  54 1 min  
Extensión 72 1 min  72 1 min  
Extensión final 1 72 10 min 72 10 min 

1 Para realizar la segunda PCR se partió de una dilución 1/10 de los productos de amplificación 

de la primera PCR. 

 
Tabla 3-8: Perfil térmico utilizado en la amplificación del gen tpi para la detección de G. 
duodenalis. Fuente: esta investigación. 
 

Pasos 
 PCR 1 PCR 21  

Ciclos T °C Tiempo  T °C Tiempo 
Denaturación inicial 1 95  10 min 95  10 min 
Denaturación 

35 
95  1 min 94  45 seg 

Anillamiento 50 1 min  55 45 seg 
Extensión 72 1 min  72 1 min  
Extensión final 1 72 10 min 72 10 min 

1 Para realizar la segunda PCR se partió de una dilución 1/10 de los productos de amplificación 

de la primera PCR. 
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Tabla 3-9: Perfil térmico utilizado en la amplificación del gen SSU ARNr para la detección de 

Cryptosporidium spp. Fuente: esta investigación. 

 
Pasos Ciclos T °C Tiempo 

Denaturación inicial 1 95  10 min 
Denaturación 

40 
95  1 min 

Anillamiento 58 1 min  
Extensión 72 1 min  
Extensión final 1 72 10 min 

 
 
Verificación de los productos de PCR: los productos de amplificación obtenidos fueron 

verificados en geles de agarosa al 2 % teñidos con el colorante Syber safe. La corrida 

electroforética se llevó a cabo con el buffer TBE 1X, durante 30 minutos a 100V. La 

visualización del gel se realizó en un fotodigitalizador de geles E-Gel Imager de Life 

Technologies. 

 

Análisis de secuenciación: los productos de amplificación de G. duodenalis y Cryptosporidium 

spp, en las cuales se observó la presencia de la banda de interés con una buena calidad y del 

tamaño esperado, se enviaron a Macrogen (Corea del Sur), en donde fueron purificados y 

secuenciados por ambos sentidos forward y reverse (Standard-seq Single) mediante el método 

dideoxy-terminal en un secuenciador capilar automatizado (Applied Biosystems).  

 

Una vez obtenidas las secuencias, se realizó la verificación de la calidad de los 

electroferogramas resultantes y su edición manual usando el programa MEGA 6.0. 

Posteriormente, se realizó el alineamiento de las secuencias obtenidas con las base de datos 

del GenBank usando la herramienta BLAST del NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) y con secuencias de referencia en el programa ClustalW 1.8. La reconstrucción 

filogenética se realizó mediante un análisis de máxima verosimilitud, usando el método de 

Tamura 3 parámetros, con 1000 réplicas de bootstrap, en el programa MEGA 6.0. 

 

Los códigos del acceso en el GenBank de las secuencias de referencias utilizadas en el análisis 

de secuenciación corresponden a los siguientes: 
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Secuencias de referencia G. duodenalis:  

 

Marcador gdh: ensamblaje AI (M84604.1); ensamblaje AII (AY178737.1); ensamblaje BIII 

(AF069059.1); ensamblaje BIV (AY178739.1); ensamblaje C (U60982.2); ensamblaje D 

(U60986.2); ensamblaje E (AY178741.1); ensamblaje F (AB569384.1); ensamblaje G 

(AF069058.2); ensamblaje H (GU176089.1); outgroup Giardia ardeae (AF069060.2). 

 

Marcador tpi: ensamblaje AI (AF069556.1); ensamblaje AII (AF069557.1); ensamblaje BIII 

(AF069561.1); ensamblaje BIV (AF069560.1); ensamblaje C (AF069563.1); ensamblaje E 

(AY228645.1), ensamblaje F (AF069558.1); outgroup Giardia microti (AY228649.1).  

 

Secuencias de referencia Cryptosporidium spp: marcador SSU ARNr 18S: C. andersoni 

(AF093496.1); C. baileyi (L19068.1), C. bovis (AY741305.1); C. canis (AF112576.1); C. fayeri 

(AF159112.1); C. felis (AF108862.1); C. fragile (EU162751.1); C. galli (AF316624.1); C. hominis 

(AF108865.1); C. macropodum (AF513227.2); C. meleagridis (AF112574.1); C. cf. molnari 

(AY524773.1); C. muris (AB089284.1); C. parvum (AF112571.1); C. ryanae (AY587166.1); C. cf. 

scophthalmi (KR340588.1); C. serpentis (AF151376.2); C. suis (AF115377.1); C. varanii  

(AF112573.1); C. wrairi (AF115378.1).  

3.4 Análisis de datos 

Se construyó una base de datos en el programa Microsoft Excel®, en la cual se registraron los 

resultados obtenidos a partir de cada una de las muestras tomadas en las cuatro plantas de 

tratamiento de agua potable en estudio. Para fines de esta investigación la base de datos se 

llamó “Registro de la detección de parásitos”, discriminando los datos entre los diferentes 

periodos y sitios de muestreo.  

 

Para los principales eventos de interés se utilizaron estadísticas descriptivas, reportando los 

resultados en términos de porcentajes y frecuencias. Además, se evaluó si había una 

correlación estadísticamente significativa entre los resultados de la detección molecular de los 

parásitos en estudio y variables como: lugar de muestreo, tipo de agua, época de muestreo y 

algunas características fisicoquímicas como: pH, temperatura del agua, conductividad 
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eléctrica, oxígeno disuelto, COT y turbiedad, mediante análisis de regresión logística, 

utilizando el programa estadístico Statgraphics Centurion XVI.I. Las diferencias fueron 

consideradas como significativas cuando el p-valor estuvo por debajo de 0,05. 

  





 

 

4. Capítulo 4: Resultados 

4.1 Detección de parásitos protozoarios en muestras de 
agua mediante PCR en tiempo real de punto final 

En el estudio se incluyeron un total de 117 muestras de agua, 72 colectadas en las plantas de 

tratamiento de agua para consumo humano que abastecen zonas urbanas de los municipios de 

Pasto, Ipiales y Túquerres y 45 que fueron colectadas en acueductos veredales de los 

municipios de Ipiales y Tumaco. De estas 117 muestras, 7 fueron excluidas del estudio debido 

a que no presentaron amplificación del control interno en ninguno de los ensayos de qPCR 

llevados a cabo para la detección de los parásitos en estudio. Las 7 muestras excluidas 

corresponden a 3 muestras de agua colectadas en la PTACH del Municipio de Pasto, 1 muestra 

colectada en la PTACH del Municipio de Ipiales y a 3 muestras tomadas en acueductos 

veredales del Municipio de Ipiales. 

 

De las 110 muestras analizadas, el 31,82 % (35/110) fueron positivas para la presencia de G. 

duodenalis y 8,18 % (9/110) fueron positivas para la presencia de Cryptosporidium spp. En 

ninguna de las muestras procesadas se encontraron resultados positivos para T. gondii 

(0/110), E. histolytica (0/110) y C. cayetanensis (0/110), ver grafica 4-1. 
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Grafica 4-1: Detección de los parásitos en estudio mediante PCR en tiempo real. Fuente: Esta 

investigación. 

 

 
 

4.2 Correlación de los resultados de la detección de Giardia 
duodenalis y Cryptosporidium mediante qPCR con 
algunas variables consideradas en el estudio 

A continuación, se presentan los resultados obtenidos del análisis de correlación entre los 

resultados de la detección molecular de G. duodenalis y Cryptosporidium spp., que 

corresponden a los dos parásitos protozoarios en los cuales se obtuvieron muestras positivas 

en los ensayos de qPCR, y variables como: sitio de muestreo, tipo de agua, temporada de 

muestreo y características fisicoquímicas del agua como pH, temperatura, conductividad 

eléctrica, oxígeno disuelto, turbiedad, COT y nitrógeno total. 

4.2.1 Análisis entre los resultados de la detección molecular de Giardia 
duodenalis y Cryptosporidium spp., y el lugar de muestreo y el 
tipo de agua 

Con respecto al lugar de muestreo, G. duodenalis se detectó en las tres plantas de tratamiento 

de agua para consumo humano en estudio: Pasto, Ipiales y Túquerres, en tres de los cinco 

acueductos veredales de Ipiales y en dos de los seis acueductos veredales de Tumaco. 

Cryptosporidium se detectó en dos de las tres plantas de tratamiento de agua para consumo 
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humano en estudio: Pasto e Ipiales, en uno de los cinco acueductos veredales de Ipiales y en 

tres de los seis acueductos veredales de Tumaco. No se encontró ninguna asociación 

estadísticamente significativa entre el lugar de muestreo y los resultados de la detección 

molecular de G. duodenalis (p-valor PTACH: 0,0524; p-valor AV: 0,3198) y Cryptosporidium spp 

(p-valor PTACH: 1,0000; p-valor AV: 0,4780). Ver tabla 4-1. 

 

Tabla 4-1: Número y porcentaje de muestras positivas por cada parásito protozoario y por 

sitio de muestreo. Fuente: esta investigación. 

 

Sitio de muestreo G. duodenalis Cryptosporidium spp. 

Pasto (n = 21) 6 28,57 % 3 14,29 % 
Ipiales (n = 23) 13 56,52 % 1 4,35 % 
Túquerres (n = 24) 9 37,50 % - - 
AV Ipiales (n = 17) 3 17,65 % 1 5,88 % 
AV Tumaco (n = 25) 4 16,00 % 4 16,00 % 

 
 
De los dos parásitos detectados en este estudio, G. duodenalis se encontró en los tres tipos de 

agua evaluados en las plantas de tratamiento de agua para consumo humano (agua cruda: 

11/23, 47,83 %; post-tratamiento fisicoquímico: 6/23, 26,09 %; y post-cloración: 11/22, 50 

%) y en muestras de agua cruda de los acueductos veredales (7/38, 18,42 %). No se obtuvo 

ninguna relación estadísticamente significativa entre el tipo de agua y éste microorganismo 

(P-valor PTACH: 0,6835; P-valor AV: 0,9066). En cuanto a la detección de G. duodenalis por 

sitio de muestreo y tipo de agua, se encontró lo siguiente: PTACH del Municipio de Pasto: agua 

cruda: 3/7 (42,9 %); post-tratamiento fisicoquímico: 2/7 (28,6 %); y post-cloración: 1/7 (14,3 

%). PTACH del Municipio de Ipiales: agua cruda: 5/8 (62,5 %); post-tratamiento fisicoquímico: 

2/8 (25 %); y post-cloración: 6/7 (85,7 %). PTACH del Municipio de Túquerres: agua cruda: 

3/8 (37,5 %); post-tratamiento fisicoquímico: 2/8 (25 %); y post-cloración: 4/8 (50 %). AV 

Ipiales: agua cruda: 3/17 (17,65 %). AV Tumaco: agua cruda: 4/25 (16,0 %). Ver grafica 4.2 

 

Cryptosporidium spp se encontró únicamente en muestras de agua cruda tanto en las plantas 

de tratamiento de agua para consumo humano (agua cruda: 4/23, 17,39 %) como en los 

acueductos veredales (5/38, 13,16 %), presentando una relación estadísticamente 

significativa entre el tipo de agua evaluado en las PTACH y éste microorganismo (P-valor 

PTACH: 0,0097; P-valor AV: 0,3198). Ver grafica 4-2. 
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Grafica 4-2: Detección molecular de G. duodenalis y Cryptosporidium spp., en: a) las plantas de 

tratamiento de agua para consumo humano y, b) los acueductos veredales. Fuente: Esta 

investigación. 

 
                     a) 

 
 
 
                     b) 

 

4.2.2 Análisis entre los resultados de la detección molecular de Giardia 
duodenalis y Cryptosporidium spp., y la temporada de muestreo 

Algunos estudios han reportado que la detección de parásitos protozoarios en agua puede 

variar con la estacionalidad, la cual para países tropicales está limitada a seco o lluvioso. En 

este estudio, se tomaron muestras de agua en el mes de marzo considerado como lluvioso y 

entre los meses de agosto y septiembre, considerados como secos, obteniendo a partir del 

análisis de regresión logística, que la detección de G. duodenalis presenta una relación 
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estadísticamente significativa con la temporada de muestreo, con un mayor número de 

muestras positivas durante el mes de septiembre (marzo: 13/58, 22,41 %; agosto-septiembre: 

22/52, 42,31 %) (P-valor = 0,0078). En contraste, no se encontró esta misma relación para los 

resultados de detección molecular de Cryptosporidium spp (marzo: 6/58, 10,34 %; agosto-

septiembre: 3/52, 5,77 %) (P-valor = 0,3768). Ver grafica 4-3. 

 

Grafica 4-3: Porcentaje de muestras positivas para G. duodenalis y Cryptosporidium spp. en las 

2 temporadas de muestreo. Fuente: Esta investigación. 

 

 

4.2.3 Análisis entre los resultados de detección molecular de Giardia 
duodenalis y Cryptosporidium spp., y características 
fisicoquímicas. 

A partir del análisis de regresión logística realizado con la información de las características 

fisicoquímicas incluidas en el estudio y los resultados de la detección molecular obtenidos 

mediante qPCR, se determinó que no hay interacciones estadísticamente significativas entre 

la presencia de G. duodenalis y Cryptosporidium spp. en las muestras de agua colectadas y los 

datos de pH, temperatura del agua, oxígeno disuelto, conductividad eléctrica del agua, 

turbiedad y COT (p-valor > 0.05), ver tabla 4-2. Estos resultados sugieren que ninguna de las 

características fisicoquímicas consideradas en este estudio puede explicar o predecir la 

presencia de G. duodenalis y/o Cryptosporidium spp en las muestras de agua colectadas. 
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Tabla 4-2: Correlación entre los resultados de la detección molecular de Giardia y 

Cryptosporidium y características fisicoquímicas del agua. Fuente: esta investigación. 

 

Características fisicoquímica G. duodenalis Cryptosporidium spp 

pH promedio en muestras negativas frente a 
positivas 

7,1 versus 7,1 (p = 0,1473) 7,1 versus 7,2 (p = 0,4171) 

Temperatura del agua promedio (°C) en 
muestras negativas frente a positivas 

17,7 versus 15,7 (p = 0,4346) 16,9 versus 21,1 (p = 0,6154) 

Temperatura ambiente promedio (°C) en 
muestras negativas frente a positivas 

22,6 versus 18,4 (p = 0,4457) 20,7 versus 25,25 (p = 0,4622) 

Conductividad eléctrica promedio (µS/cm) en 
muestras negativas frente a positivas 

185,4 versus 234,7 (p = 0,5511) 207,4  versus 154 (p = 0,7983) 

Oxígeno disuelto promedio (mg/L) en 
muestras negativas frente a positivas 

11,5 versus 10,2 (p = 0,4916) 10,8 versus 12,9 (p = 0,7597) 

COT promedio (mg/L) en muestras negativas 
frente a positivas 

5,6 versus 3,5 (p = 0,2210) 4,9 versus 5,8 (p = 0,3683) 

Turbiedad promedio (UNT) en muestras 
negativas frente a positivas 

8,8 versus 3,7 (p = 0,5412) 
5,2 versus 20,4 (p = 0,6695) 

0,1258 

 
 
De acuerdo con la resolución 2115 de 2007, en la cual se indican los valores máximos 

aceptables (vma) de características fisicoquímicas en el agua de consumo, como pH (vma = 6,5 

- 9), turbiedad (vma = 2 UNT), conductividad eléctrica del agua (vma = hasta 1000 

microsiemens/cm) y COT (vma = 5,0 mg/L), se obtuvo que las muestras de agua tomadas en 

las plantas de tratamiento de agua para consumo humano de Pasto y Túquerres, se encuentran 

dentro de los valores establecidos. De las muestras de agua colectadas posterior al proceso de 

desinfección con cloro en la planta de tratamiento de agua para consumo humano de Ipiales, 

dos no cumplen con el valor máximo aceptable de pH, dos con los valores de COT, y una supera 

el valor de turbiedad indicado en la norma. 

 

En relación con los acueductos veredales, debido a que en estos no se realiza ningún tipo de 

tratamiento al agua cruda que mejore sus características, varias de las muestras colectadas en 

Ipiales y Tumaco se encuentran por encima de los valores máximo aceptables de pH, turbiedad 

y COT. Las muestras post-tratamiento tomadas en el acueducto veredal F de Tumaco, cumplen 

con los valores máximos aceptables de pH y conductividad eléctrica del agua, pero se 

encuentran por encima de los valores establecidos para turbiedad y COT. 
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4.3 Identificación de las sub-poblaciones de Giardia 
duodenalis y Cryptosporidium spp. 

A continuación, se presentan los resultados obtenidos posterior al análisis de secuenciación 

llevado a cabo para la determinación de los ensamblajes de G. duodenalis y las especies de 

Cryptosporidium spp. 

4.3.1 Identificación de los ensamblajes de Giardia duodenalis 

De las 35 muestras de agua positivas para G. duodenalis mediante qPCR, se encontró que 17 de 

las muestras procesadas presentaron una banda definida y de buena calidad mediante la PCR 

con el marcador molecular gdh y 28 mediante la PCR con el marcador tpi. Estas muestras 

fueron enviadas a secuenciación. El resto de muestras presentaron bandas muy tenues, dobles 

bandas o ausencia de amplificación y por tanto no se consideraron en el análisis de 

secuenciación. De las muestras que se enviaron a secuenciación, algunas presentaron 

electroferogramas con picos múltiples, que no pudieron ser analizadas adecuadamente. Estas 

muestras fueron procesadas nuevamente por PCR y enviadas a secuenciación. Sin embargo, se 

obtuvo nuevamente el mismo resultado. En cuanto a las muestras en las cuales la calidad de 

los electroferogramas fue buena, se obtuvieron las secuencias consenso y se realizó el 

respectivo análisis de secuenciación, obteniendo la presencia de los ensamblajes AI, AII y H 

mediante el marcador gdh y los ensamblajes AI y AII mediante el marcador tpi, ver tabla 4-3. 

 

Tabla 4-3: Ensamblajes de G. duodenalis identificados con los marcadores gdh y tpi en cada 

sitio de muestreo. Fuente: esta investigación. 

 

Marcador Ensamblaje 
Planta 
Pasto 

Planta 
Ipiales 

Planta 
Túquerres 

AV 
Tumaco 

gdh 

AI - 1 - - 
AII - 1 - - 
H 1 - - - 

No identificado - 1 1 - 

tpi 
AI - 1 - - 
AII 2 2 - - 

No identificado - 1 1 1 
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4.3.2 Identificación de las especies de Cryptosporidium spp. 

De las 9 muestras positivas para Cryptosporidium spp mediante qPCR, 9 presentaron una banda 

definida y de buena calidad mediante la PCR convencional y fueron enviadas a secuenciación. 

No obstante, al igual que en el caso de Giardia, se requirió de un análisis minucioso de las 

secuencias para la identificación de las especies de Cryptosporidium, debido a la baja calidad 

de los electroferogramas obtenidos. En la tabla 4-4 se presentan las especies identificadas de 

este microorganismo posterior al análisis de secuenciación: 

 
Tabla 4-4: Especies de Cryptosporidium spp., identificadas en cada sitio de muestreo. Fuente: 

esta investigación. 

 

Especie 
Planta 
Pasto 

Planta 
Ipiales 

AV 
Ipiales 

AV 
Tumaco 

Cryptosporidium molnari - 1 - - 
Cryptosporidium parvum 1 - - - 

Cryptosporidium galli 1 - - - 
Cryptosporidium sp. genotipo II de murciélagos 1 - - - 

Cryptosporidium sp. genotipo VIII de aves - - - 3 
Cryptosporidium sp. - - 1 1 

 



 

 

5. Capítulo 5: Discusión de resultados 

Con la relación a las 7 muestras de agua que fueron excluidas del estudio, la ausencia de 

amplificación del control interno en los ensayos de qPCR, pudo deberse a la pérdida de ADN 

durante el procesamiento de las muestras o a la presencia de inhibidores de la PCR, que no 

pudieron ser eliminados con los métodos de extracción de ADN utilizados (28,82,90). La 

posible presencia de inhibidores en las muestras de agua, se debe a que las fuentes naturales 

de agua pueden contener diferentes sustancias capaces de afectar negativamente la 

amplificación del ADN y, en consecuencia, la sensibilidad de la PCR (56,78,94,156). Entre estas 

sustancias se encuentran principalmente ácidos húmicos, compuestos fenólicos, metales 

pesados, constituyentes de células bacterianas, ADN no diana, biopelículas y cianobacterias, 

que pueden contribuir a la obtención de ADN de baja calidad e interferir con las interacciones 

entre el ADN blanco y la ADN polimerasa, impidiendo la amplificación específica de los ácidos 

nucleicos de interés (31,84). 

 

En cuanto a los resultados obtenidos en la detección molecular, están acordes con lo reportado 

en la literatura, en la cual se indica que los parásitos protozoarios más comúnmente 

trasmitidos y reportados en agua corresponden a Giardia y Cryptosporidium 

(30,32,34,58,69,53,80,94). La mayor frecuencia de éstos dos parásitos puede deberse a que se 

encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente y afectan al humano y a un amplio rango 

de animales domésticos y silvestres, siendo fácilmente trasmitidos a fuentes de agua que se 

encuentran expuestas a la contaminación por heces, vertimientos de aguas residuales 

domésticas e industriales, descargas de residuos sólidos, zonas agrícolas, granjas, lixiviados, 

escorrentía urbana y agrícola (7,9,14,15,83,78). Además, su ocurrencia en el agua es 

multiplicada por la alta persistencia de las formas quísticas de estos microorganismos en el 

ambiente, así como su resistencia a los desinfectantes comúnmente utilizados en el 

tratamiento del agua (1,11,12,21,22,32,79). 
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En Latinoamérica también se ha observado esta tendencia, siendo Giardia y Cryptosporidium 

los más frecuentemente reportados, seguidos por amebas de vida libre, T. gondii y C. 

cayetanensis. Sin embargo, cabe destacar, que en esta región son pocos los estudios reportados 

acerca de la presencia de este tipo de microorganismos en ecosistemas acuáticos (28). Según 

lo reportado por Rosado et al., (2017), Brasil es el país que lidera los informes de protozoos 

parásitos transmitidos por el agua en Suramérica con 30.3% (20/66), seguido por Argentina 

con 15.1% (10/66), Colombia 10.6% (7/66), Venezuela 7.6% (5 / 66), Perú 4.5% (3/66), 

Ecuador y Chile 1.5% (1/66) (28). 

 

En Colombia, estudios como el de Lora et al., (2016); Triviño et al., (2016) y Alarcón et al., 

(2005) también han reportado la presencia de parásitos protozoarios en muestras de agua. Al 

contrastar los resultados obtenidos en el presente trabajo (G. duodenalis 31,82 %; 

Cryptosporidium spp 8,18 %) con los descritos en estos estudios, se observa que el porcentaje 

de detección reportado para Giardia y Cryptosporidium, es menor que el obtenido en el estudio 

de Lora et al., (2016) (52) (Giardia: 40 %; Cryptosporidium: 36 %); es menor para el caso de 

Cryptosporidium (C. parvum: 21 %; C. hominis: 10,5 %) y mayor para el caso de Giardia 

(ensamblaje A: 5,2 %; ensamblaje B: 13,1 %) con respecto al estudio de Triviño et al., (2016) 

(53) y, similar en el caso de Cryptosporidium, pero mayor en el caso de Giardia en relación con 

el estudio de Alarcón et al., (2005) (54) (Giardia: 16,7 %; Cryptosporidium: 8,3 %). 

Adicionalmente, en el estudio de Triviño et al., (2016) reportan la presencia de T. gondii en un 

alto porcentaje (58,6 %), en contraste, en este estudio no se encontró ninguna muestra positiva 

para este microorganismo patógeno. La variabilidad de los resultados obtenidos en los 

estudios reportados hasta ahora en el país, pueden deberse a las diferencias que existen entre 

los lugares donde se llevó a cabo cada estudio, dependiendo de la exposición de los puntos de 

muestreo de agua seleccionados a diferentes focos de contaminación propios de cada zona. Así 

mismo, las diferencias pueden estar relacionadas con la temporada de muestreo, el número de 

muestras analizadas y a las técnicas de recuperación y detección de los parásitos protozoarios 

empleadas (1,18,91). 

 

En el Departamento de Nariño, hasta el momento no se ha reportado el estudio de parásitos 

protozoarios en muestras de agua mediante metodologías moleculares, siendo este el primer 

estudio realizado en la región. 
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El mayor porcentaje de detección de G. duodenalis (31,82 %) con respecto a Cryptosporidium 

spp (8,18 %) encontrado en este estudio, también ha sido reportado previamente en otras 

investigaciones (34,78). Este resultado puede deberse a que Giardia tiene una distribución 

global, siendo considerado como el parásito protozoario entérico más comúnmente aislado en 

todo el mundo y que presenta altas tasas de infección en niños, adultos, animales domésticos 

(perros, gatos, aves, caballos, cabras, ovejas y vacas entre otros) y en un amplio rango de 

mamíferos silvestres y aves, principalmente en países en vía de desarrollo, lo cual incrementa 

las probabilidades de la transmisión de éste microorganismo a través del agua y las 

probabilidades de ser detectado (5,10,42,49,77,82,84). En Colombia, de acuerdo con la última 

Encuesta Nacional de Parasitismo Intestinal en población escolar para los años 2012 – 2014, 

la prevalencia de G. duodenalis corresponde a 15,4 % y la de Cryptosporidium spp a 0,5 %, lo 

cual también indica la mayor presencia de Giardia en el país. (157) Otra razón para explicar 

este resultado puede estar relacionada con el tamaño de los quistes de Giardia (10 - 15 µm de 

longitud; 7 - 10 µm de ancho) y su espesor (0,3 - 0,5 µm), en comparación con Cryptosporidium 

(4 - 6 µm), lo que pudo favorecer su retención en las membranas de nitrocelulosa utilizadas en 

el proceso de filtración y recuperación de los parásitos protozoarios (34). 

 

Por otro lado, con respecto a la ausencia de muestras positivas como resultado de la detección 

molecular de los parásitos protozoarios T. gondii, E. histolytica y C. cayetanensis, se puede 

inferir que si bien estos microorganismos también han sido reportados en muestras de agua y 

se ha documentado su resistencia a desinfectantes convencionales utilizados en la producción 

de agua potable (16,23,28,33,97,99), su frecuencia de detección en agua ha sido baja y su 

comportamiento en esta matriz poco estudiado, por tanto se desconoce si la presencia de estos 

microorganismos este afectada por algunas condiciones particulares (22,36). Por ello, 

considerando el bajo número de muestras incluido en este estudio, no se puede descartar la 

presencia de éstos parásitos protozoarios en las fuentes de agua de la región, siendo de gran 

relevancia continuar la detección de T. gondii, E. histolytica C. cayetanensis en estudios futuros, 

que incluyan un mayor número de puntos de muestreo y mayor número de muestras, 

diferentes temporadas del año, así como también otras metodologías de recuperación y 

detección. 

 

En relación con los sitios de muestreo, en la PTACH de Pasto, se observó la diminución de los 

quistes de G. duodenalis y de los ooquistes de Cryptosporidium a medida que avanzó el 
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tratamiento para la obtención de agua potable. Sin embargo, esta misma tendencia no se 

observó en las PTACH de Ipiales y Túquerres, en las cuales las formas quísticas de G. duodenalis 

también se detectaron en muestras de agua tomadas posterior al tratamiento fisicoquímico y 

a la desinfección con cloro, en frecuencias considerables con respecto al agua sin tratamiento, 

indicando la necesidad de revisar los procedimientos aplicados en éstas plantas. Cabe destacar, 

que de acuerdo con la información proporcionada por el comité técnico de muestreo del 

macroproyecto, la planta ubicada en el Municipio de Pasto se encuentra en mejores 

condiciones de infraestructura, cuenta con metodologías automatizadas y constante inversión 

para el mejoramiento de los procesos llevados a cabo para la potabilización del agua. En el caso 

de los Municipios de Ipiales y Túquerres, las plantas incluidas en el estudio llevan varios años 

de funcionamiento sin inversiones considerables y con infraestructuras deterioradas. Esto 

también puede ser reflejado en los IRCAs de las zonas urbanas de los municipios en estudio, 

que de acuerdo con el Informe Nacional de Calidad de Agua para Consumo Humano INCA 2015 

corresponden a: Pasto 8,08 (riesgo bajo), Túquerres 12,47 (riesgo bajo) e Ipiales 22,92 (riesgo 

medio) (8). 

 

La presencia de G. duodenalis y Cryptosporidium spp en agua cruda, así como en diferentes 

pasos del tratamiento del agua para consumo humano y en agua potable, ha sido ampliamente 

reportada, siendo por ello, el agua considerada como una de las principales fuentes de 

transmisión de las formas quísticas de éstos microorganismos (6,12,15,24,31,35,46,53,158). 

La detección de G. duodenalis en el agua post-tratamiento de las PTACH en estudio (post-

tratamiento fisicoquímico: 26,09 %; post-cloración: 50 %) puede estar relacionada con la 

resistencia que presentan las formas quísticas de este microorganismo al tratamiento 

fisicoquímico (coagulación, floculación, sedimentación, filtración), así como a los 

desinfectantes oxidativos, como el cloro, que corresponde al método aplicado en las plantas en 

estudio (9,11,13,14,30,39,80,82). Otros estudios realizados en el país como el de Alarcón et al., 

(2005) (54), Lora et al., (2016) (52) y Triviño et al., (2016) (53) también reportan la presencia 

de Giardia en agua tratada en el 16,7 % de las muestras (2/12), en 36 % de las muestras 

(22/61) y en 15 % de las muestras (3/20), respectivamente (53,52,54). 

 

En este sentido, uno de los puntos clave que debe ser revisado en las tres PTACH en estudio, 

corresponde al tratamiento fisicoquímico (coagulación, floculación, sedimentación, filtración), 
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debido a que la eliminación de las formas quísticas de los parásitos protozoarios se ha 

correlacionado fuertemente con el adecuado funcionamiento de cada una de las etapas de este 

proceso (11,31,79), con especial atención en los pasos de coagulación-floculación, ya que se ha 

reportado que la eficiencia de todas las demás etapas del tratamiento fisicoquímico pueden 

ser afectadas en gran medida por su efectividad (39,159). En este sentido, una de las 

desventajas que presentan las PTACH de Túquerres e Ipiales es que no adicionan coagulante 

de forma rutinaria, sino que su adición está condicionada a la presencia de altos niveles de 

turbiedad de sus fuentes de abastecimiento, principalmente cuando hay lluvias. Por esta razón, 

tampoco cuentan con dosificadores eficientes para la adición del coagulante al agua. La adición 

del coagulante en función de la turbiedad, se debe a que tanto en la planta de Ipiales como en 

la de Túquerres adicionan para este fin sulfato de aluminio granulado, el cual se caracteriza 

por ser económico y fácil de obtener, pero que si no se adiciona de forma controlada y en 

cantidades adecuadas puede generar concentraciones residuales de aluminio, el cual también 

representa riesgo para la salud humana (14). Una alternativa en estas plantas puede ser el uso 

de coagulantes naturales en lugar de los químicos, ya que al ser biodegradables y no tóxicos 

podrían adicionarse de forma regular, favoreciendo también la remoción de parásitos 

protozoarios (14). 

 

Por otro lado, la detección de G. duodenalis en el agua tratada también podría deberse a la 

contaminación post-tratamiento por quistes de este microorganismo durante el proceso de 

producción de agua potable en las plantas en estudio, causada por infiltraciones en el sistema 

de tratamiento a través de fugas, conexiones abiertas o cruzadas, manipulación de elementos 

del sistema, reparación de tuberías, o a la formación de biopelículas de este microorganismo 

en las tuberías, representando una posible fuente de contaminación secundaria del agua, 

debido a la acumulación y concentración de quistes que puede ocurrir durante periodos de 

flujo bajo (84). La formación de biopelículas en tuberías ha sido previamente documentada 

para otros parásitos protozoarios como Cryptosporidium, lo que explica su detección en 

fuentes de agua aparentemente clasificadas como libre de ooquistes y apta para el consumo 

humano (35). Sin embargo, es importante resaltar que en este estudio no se cuenta con 

información sobre la viabilidad o infectividad de los parásitos protozoarios detectados y por 

lo tanto no se podría hacer conjeturas sobre el riesgo de la detección de G. duodenalis en el 

agua post-tratamiento. 
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En este estudio, la detección de G. duodenalis en los tres tipos de agua analizados (agua cruda, 

post-tratamiento fisicoquímico y post-cloración) en contraste con la detección de 

Cryptosporidium únicamente en muestras de agua cruda, puede deberse a que posiblemente la 

concentración de los quistes de Giardia sea mucho más alta que la concentración de los 

ooquistes de Cryptosporidium en los sitios de muestreo en estudio, siendo por tanto más 

persistentes incluso posterior al tratamiento aplicado en cada una de las PTACH (84), lo cual 

ha sido reportado previamente, indicando que la resistencia de las formas quísticas a los 

procesos convencionales de tratamiento y desinfección con cloro está relacionada, entre otros 

factores, con la concentración de los quistes/ooquistes en el agua (14). En el caso de 

Cryptosporidium, si bien ha sido caracterizado por su alta resistencia a los tratamientos 

convencionales para la potabilización de agua, incluso más que Giardia (9,35,39), también se 

ha caracterizado por encontrarse en bajas concentraciones en ambientes acuáticos (6,31,160), 

lo que puede contribuir a su remoción durante el tratamiento fisicoquímico aplicado. Sin 

embargo, en este estudio no se cuenta con información acerca de la concentración de Giardia 

y Cryptosporidium en las muestras de agua colectadas, que permitan corroborar este 

planteamiento. Estudios como el de Helmi et al., (2011) (78) y Kumar et al., (2016) (34), al 

igual que en este estudio, también reportaron la presencia de Cryptosporidium únicamente en 

muestras de agua cruda y su ausencia en muestras de agua post-tratamiento, asociando su 

remoción principalmente con el tratamiento fisicoquímico. 

 

En los acueductos veredales de los Municipio de Ipiales y Tumaco, en los cuales durante los 

meses de muestreo no se encontraban aplicando ningún tipo de tratamiento al agua, la 

detección de las formas quísticas de G. duodenalis y Cryptosporidium spp., evidencia la 

contaminación de las fuentes de agua natural captadas para el consumo humano. En el caso de 

los acueductos veredales de Ipiales, las fuentes de agua utilizadas para el abastecimiento de 

los acueductos pudieron estar expuestas a diversos focos de contaminación, principalmente 

vertimientos de origen doméstico y residuos procedentes de cultivos y del cuidado o crianza 

de animales, debido a que en la zona se desarrollan diferentes actividades antropogénicas de 

manera muy próxima a las fuentes de agua. Con respecto a los acueductos veredales A y B de 

Tumaco, la contaminación de los pozos de agua subterránea pudo ocurrir debido a que se 

encuentran expuestos directamente al ambiente y no cuentan con el mantenimiento adecuado; 

en el acueducto E, en el cual toman el agua del Río Mira, su contaminación pudo estar asociada 
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con las diferentes actividades llevadas a cabo de manera frecuente en el Río, como recreación, 

aseo personal, lavado de ropa y en general vertimientos residuales de origen doméstico; en el 

acueducto F, la contaminación del pozo subterráneo del cual toman el agua podría deberse a 

filtraciones de los quistes de Giardia y ooquistes de Cryptosporidium que se ven favorecidas 

por el tamaño que presentan, lo cual ya ha sido previamente reportado como una amenaza 

para aguas subterráneas (22,161). Este acueducto veredal fue el único en el cual al momento 

del muestreo, estaban aplicando algún tipo de tratamiento, el cual incluyó: desarenadores, 

carbono activado y cloración; en las muestras de agua tomadas post-tratamiento de este 

acueducto no se encontraron muestras positivas para ninguno de los dos parásitos 

protozoarios detectados en los demás sitios de muestreo. 

 

En general, en el estudio de los acueductos veredales, una de las principales reflexiones fue la 

importancia del cuidado de las fuentes naturales de agua, con una mayor tendencia al manejo 

preventivo de la transmisión de microorganismos patógenos, así como el desarrollo de 

tecnologías de tratamiento de fácil implementación y la capacitación del personal encargado 

del mantenimiento de los acueductos, debido a que la construcción de plantas de tratamiento 

convencional robustas en zonas rurales puede estar condicionada por diferentes factores 

relacionados con la adecuada gestión para el desarrollo de proyectos de acueducto y 

alcantarillado, designación de recursos, difícil acceso a zonas veredales y aspectos culturales 

propios de cada zona. 

 

Con respecto a la relación existente entre los niveles de precipitación y la presencia de 

parásitos protozoarios en fuentes de agua, en este estudio se encontró que G. duodenalis 

presenta una relación estadísticamente significativa con la temporada de muestreo (P-valor = 

0,0078), con un mayor número de muestras positivas durante el mes de septiembre, que 

corresponde a un mes seco. Algunos estudios indican que las infecciones causadas por 

parásitos protozoarios son más altas durante los meses más cálidos, debido a que durante esta 

temporada se incrementan actividades al aire libre que pueden inducir mayores índices de 

contaminación de los ecosistemas acuáticos (47,78). En contraste, otros estudios indican que 

las frecuencias más altas de las formas quísticas de este tipo de microorganismos en los 

cuerpos de agua, se presentan durante las temporadas de mayor precipitación, debido a los 

procesos de escorrentía inducidos por la lluvia que pueden favorecer la contaminación del 

agua. Además, las bajas temperaturas pueden beneficiar la persistencia de los 
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quistes/ooquistes, así como su viabilidad y diseminación a través del agua (1,9,17,28,78). Sin 

embargo, en el caso específico de los quistes de G. duodenalis, en la literatura se ha reportado 

que éstos se encuentran de manera continua durante todo el año y que los picos de detección, 

como el observado en este estudio durante la temporada de menor precipitación, pueden estar 

asociados con eventos puntuales de contaminación de las fuentes de agua, así como a procesos 

ambientales de cada sitio de muestreo (1,32,44,56,78,80). No obstante, para realizar un 

análisis concluyente con respecto a la relación entre la detección de parásitos protozoarios y 

los niveles de precipitación a nivel regional, se recomienda que en estudios futuros se realice 

el seguimiento de este tipo de microorganismos durante un periodo de tiempo más amplio, 

teniendo en cuenta el efecto de fenómenos como el del niño y la niña que provocan cambios en 

los patrones climáticos considerados típicos o normales en una región. 

 

Por otro lado, de las características fisicoquímicas en análisis, la turbiedad y la temperatura 

del agua son las que más ampliamente se han correlacionado con la detección de parásitos 

protozoarios (3,31,44,60). En cuento a la turbiedad, aunque en este estudio no se encontró una 

asociación estadísticamente significativa entre éste parámetro y los resultados de la detección 

molecular de G. duodenalis (p-valor = 0,5412) y Cryptosporidium spp (p-valor = 0,6695), es 

importante tener en cuenta que esta característica fisicoquímica es un factor relevante durante 

el tratamiento convencional aplicado a las plantas para la potabilización del agua , ya que como 

se mencionó previamente en algunas de las plantas en estudio (PTACH de Ipiales y Túquerres), 

la adición de coagulante depende de los niveles de turbiedad del agua cruda que ingresa a la 

planta, lo que puede afectar el desarrollo de las etapas de coagulación-floculación, que son 

claves en la remoción de parásitos protozoarios (3,60,78). Además, altos niveles de turbiedad 

pueden favorecer que los parásitos protozoarios se camuflen en partículas que pueden 

funcionar como sustancias protectoras de la acción del desinfectante, disminuyendo aún más 

la eficiencia del cloro adicionado (11,31,39). Por otro lado, los niveles de turbiedad también 

pueden afectar el proceso de recuperación de los parásitos protozoarios (160). En este estudio, 

las muestras de agua cruda con alta turbiedad fueron pre-filtradas con un tamiz estándar 

número 60 (250 µm de tamaño de poro) y filtradas mediante membranas de nitrocelulosa de 

3 µm de tamaño de poro. En éstas muestras fue necesario utilizar un mayor número de 

membranas, con el fin de evitar su obstrucción y que no se afectara la captura y retención de 

los microorganismos blanco. 
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Con relación a la temperatura del agua, si bien las formas quísticas de agentes patógenos como 

Giardia y Cryptosporidium se caracterizan por presentan paredes quísticas robustas que les 

confieren una alta capacidad de resistencia a las condiciones ambientales (21,34,43,135) su 

sobrevivencia, viabilidad e infectividad en ambientes naturales pueden ser afectadas bajo 

condiciones de temperaturas extremas o cambios rápidos de la temperatura, de manera que 

temperaturas muy altas pueden acelerar la degradación de los quistes/ooquistes debido a las 

alteraciones en la integridad de la pared causadas por la desnaturalización de las proteínas, y 

temperaturas de congelación pueden inactivar estas formas quísticas (31,37,44). Se ha 

reportado que el rango de temperatura en el cual los quistes/ooquistes pueden sobrevivir por 

periodos prolongados de tiempo en el agua oscilan entre 4°C y 22 °C (31,80,92), que 

corresponde al rango dentro del cual se encontró la temperatura del agua de la mayoría de 

sitios de muestreo incluidos en este estudio (temperatura promedio del agua de Pasto: 14,7 

°C; Ipiales: 14,4 °C; Túquerres: 11,8 °C; AV Ipiales: 14,6 °C), con excepción de las muestras 

tomadas Tumaco que presentaron una temperatura promedio del agua por encima de este 

rango (28,1 °C). 

 

En la identificación de los ensamblajes de G. duodenalis, el menor número de muestras 

positivas por la PCR anidada con respecto a la qPCR puede deberse a que los marcadores 

moleculares gdh y tpi utilizados en la PCR presentan un menor número de copias que el 

marcador 18S ARNr utilizado en la PCR en tiempo real. Además, la qPCR se ha caracterizado 

por presentan una alta sensibilidad que favorece la detección de parásitos protozoarios en 

muestras ambientales, en las cuales este tipo de microorganismos pueden encontrarse en 

bajas concentraciones (10,31,34,59,98). 

 

En cuanto a la presencia de picos mixtos obtenida en algunos electroferogramas en el análisis 

de secuenciación, puede estar asociada con la presencia de varios ensamblajes de G. duodenalis 

en una misma muestra, lo cual ha sido reportado para muestras clínicas y es altamente 

probable en muestras de agua donde las fuentes de contaminación pueden ser diversas, 

resultando en una limitante de la técnica de secuenciación en el estudio de éste parásito 

protozoario (6,10,53,87). Algunos estudios reportan picos dobles en electroferogramas 

cuando los aislados corresponden a los ensamblajes B, C, D y E, pero no se han observado en 

asilados de los ensamblajes A, F y G (10). La presencia de varios ensamblajes en una misma 
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muestra, puede causar que los productos de PCR se mezclen, pero se observen como una sola 

banda durante la verificación de los amplicones en el gel de agarosa, debido a que presentan 

un tamaño similar. La baja calidad de los electroferogramas también puede deberse a la baja 

concentración del ADN blanco en las muestras o a la presencia de estructuras secundarias. Al 

igual que en el caso de Giardia, el uso de la secuenciación en la identificación de las especies de 

Cryptosporidium a partir de muestras ambientales, parece estar también limitado, debido a que 

este tipo de muestras pueden presentar una mezcla de especies, genotipos y subgenotipos de 

este parásito protozoario, que dificulta su adecuada discriminación (6,55). Esto se evidenció 

en la calidad de los electroferogramas obtenidos, que requirió de un análisis minucioso de las 

secuencias para la identificación de las especies de Cryptosporidium. 

 

De los ensamblajes de G. duodenalis encontrados, el ensamblaje A, ha sido reportado tanto en 

humanos como en ganado (bovinos, búfalos, ovejas, cabras, alpacas y cerdos), animales de 

compañía (perros, gatos y caballos), algunas especies de animales marinos (delfines, 

marsopas, focas, tiburones) y mamíferos silvestres, siendo por tanto de gran relevancia 

considerar su potencial zoonótico (10,41,44). Este ensamblaje se ha subdividido en los 

subensamblajes AI, AII y más recientemente AIII y AIV (87), de los cuales en este estudio 

encontramos AI y AII. De éstos, el subensamblaje AI ha sido reportado predominantemente en 

ganado y mascotas y el AII en humanos (87). Por lo tanto, las fuentes de contaminación 

probablemente estén asociadas con estos hospederos. Además, en este estudio se encontró 

una muestra con el ensamblaje H, el cual ha sido recientemente incluido y se ha reportado 

hasta ahora en focas y gaviotas(10,44). Este resultado corresponde a la primera descripción 

del ensamblaje H en Colombia o Sur América. En este sentido, uno de los interrogantes de 

mayor interés por resolver es cuáles son los verdaderos reservorios de este ensamblaje y la 

relevancia de estudios futuros que permitan describir los hospederos y su frecuencia en el país 

y en la región. Así mismo, es importante tener en cuenta que la descripción del ensamblaje H 

ha sido soportada únicamente por el análisis de secuenciación con el marcador gdh, pero no 

con tpi, siendo necesario un mayor número de estudios que permitan contribuir a su 

caracterización (10,44). 

 

A pesar de que la transmisión de G. duodenalis a través del agua ha sido bien documentada, es 

poco lo que se conoce sobre la presencia de los ensamblajes de este microorganismo en agua. 
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Estudios realizados en aguas residuales, han encontrado los ensamblajes A, B y E (10). En 

Colombia, Triviño et al., (2016) reportaron la presencia de los ensamblajes A y B en muestras 

de agua cruda y tratada (53). Otras investigaciones llevadas a cabo en el país en población 

infantil, han reportado los ensamblajes A y B (162,163) y los subensamblajes AI, AII, BIII y BIV 

(49,81). 

 

Por otro lado, la presencia de los ensamblajes AI y AII en la planta de tratamiento de agua para 

consumo humano de Ipiales, podría indicar que la fuente de abastecimiento de esta planta 

posiblemente tiene focos de contaminación asociados con heces fecales de humanos, así como 

de mascotas y ganado y, la presencia del ensamblaje AII en la planta de tratamiento de agua 

para consumo humano de Pasto, podría indicar que posiblemente hay focos de contaminación 

asociados con heces fecales de humanos. Lo anterior puede deberse a que las fuentes de agua 

superficial que sirven para el abastecimiento de éstas dos PTACH corresponden a ríos que 

antes de la captación de agua por parte de las plantas están expuestos a vertimientos de tipo 

doméstico y desechos del cuidado o crianza de animales. 

 

Con respecto a la detección de las especies de Cryptosporidium, este resultado demuestra la 

presencia del género en la zona y la posibilidad de circulación de otras especies. De las especies 

detectadas, C. parvum es uno de las más ampliamente distribuida, reportada en más de 150 

huéspedes mamíferos, incluidos el humano, ratones, vacas, caballos, ovejas, cabras, cerdos y 

ciervos, siendo considerada una especie de transmisión zoonótica y uno de los principales 

agentes causales de brotes de criptosporidiosis trasmitidos a través del agua (24,45,47,66,86). 

En cuanto a las otras especies de Cryptosporidium detectadas, son consideradas hospedero 

específicas: C. molnari se ha descrito principalmente en pescados y C. galli en aves como pollos, 

gallinas y pinzones (6,46,92). Se encontraron 6 secuencias que no correspondieron a ninguna 

de las especies de Cryptosporidium hasta ahora aceptadas, pero de las cuales una presentó un 

alto porcentaje de identidad con una secuencia de un aislamiento obtenido a partir de 

murciélagos (Cryptosporidium sp. genotipo II de murciélagos), y 3 alinearon con una secuencia 

aislada a partir de pavos y pollos (Cryptosporidium sp. genotipo VIII de aves). Es importante 

tener en cuenta que dentro del género Cryptosporidium hay varias especies y genotipos 

pendientes de clasificación definitiva, lo que indica que se encuentra en continua revisión (46). 

Esto representa una desventaja al realizar alineamientos con la base de datos del genbank, 

debido a que no siempre hay actualizaciones de los cambios taxonómicos (55). 
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Las especies de Cryptosporidium más ampliamente reportadas en agua corresponden a C. 

hominis, C. parvum y C. andersoni (47,55,53,82), además se han detectado especies como C. 

meleagridis, C. ubiquitum, C. cuniculus, genotype III de ratones (W1), genotipo I de la rata 

almizclera (W7), and genotipo del zorrillo (W13) (59,82). De estas especies en este estudio se 

encontró únicamente a C. parvum. 

 

Con relación a los posibles fuentes de contaminación, la detección de C. parvum, C. galli y 

Cryptosporidium sp. bat genotype II en la planta de tratamiento de agua para consumo humano 

de Pasto podría estar asociada con la contaminación del agua por heces de origen humano, de 

mamíferos rumiantes, aves y murciélagos. En la planta de Ipiales la presencia de C. molnari 

podría estar relacionada con la contaminación del agua por ooquistes proveniente de peces; y 

en los acueductos veredales de Tumaco la detección de Cryptosporidium sp. avian genotype 

VIII podría indicar la contaminación del agua por aves. 

 



 

 

6. Conclusiones y recomendaciones 

6.1 Conclusiones 

La detección molecular de G. duodenalis y Cryptosporidium spp mediante PCR en tiempo real 

en las muestras de agua colectadas, indican la presencia de estos dos parásitos protozoarios 

circulando en fuentes de agua, utilizadas para el abastecimiento de las plantas de tratamiento 

de agua para consumo humano de los municipios de Pasto, Ipiales y Túquerres y de los 

acueductos veredales de Ipiales y Tumaco, del Departamento de Nariño. 

 

No se encontró la presencia de los parásitos protozoarios T. gondii y E. histolytica en agua 

utilizada para el abastecimiento de las plantas de tratamiento para la producción de agua 

potable y acueductos veredales de los sitios de muestreo en estudio. 

 

Entre los parásitos en estudio G. duodenalis fue el parásito protozoario detectado con mayor 

frecuencia en todos los sitios de muestreo y se encontró tanto en agua cruda como en agua 

colectada posterior al tratamiento fisicoquímico y posterior al proceso de desinfección con 

cloro. 

 

El parásito protozoario Cryptosporidium se detectó únicamente en agua cruda de las plantas 

de tratamiento de agua para consumo humano de Pasto e Ipiales y en los acueductos veredales 

de Ipiales y Tumaco, presentando una relación estadísticamente significativa con el tipo de 

agua colectado. 

 

La detección de G. duodenalis presentó una asociación estadísticamente significativa con la 

temporada de muestreo, encontrando un mayor número de muestras positivas entre los meses 

de agosto y septiembre, caracterizados por presentar niveles de precipitación bajos para el 

Departamento de Nariño. 
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El pH, la temperatura del agua, el oxígeno disuelto, la conductividad eléctrica, la turbiedad y el 

COT no presentaron ninguna relación estadísticamente significativa con la detección 

molecular de G. duodenalis y Cryptosporidium spp en las muestras de agua colectadas y por 

tanto no permitieron explicar la presencia de estos parásitos protozoarios en los sitios de 

muestreo en estudio. 

 

La técnica de qPCR utilizada en este estudio permitió la detección de los parásitos protozoarios 

G. duodenalis y Cryptosporidium a partir de muestras de agua y podría considerarse a futuro 

como una metodología alternativa o complementaria a las utilizadas actualmente para el 

monitoreo de este tipo de microorganismos en agua. 

 

Mediante el análisis de secuenciación se encontró la presencia de G. duodenalis, ensamblaje H 

con el marcador gdh y ensamblaje AII con el marcador tpi en la planta de tratamiento de agua 

para consumo humano del Municipio de Pasto;  la presencia de G. duodenalis ensamblajes AI y 

AII con ambos marcadores gdh y tpi en la planta de tratamiento de agua para consumo humano 

del Municipio de Ipiales; y la  presencia de G. duodenalis, ensamblaje no identificado en la 

planta de tratamiento de agua para consumo humano de Túquerres y acueductos veredales de 

Tumaco, confirmando la presencia de éste parásito protozoario en fuentes de agua del 

Departamento de Nariño. 

 

Mediante el análisis de secuenciación se encontró la presencia de Cryptosporidium parvum, 

Cryptosporidium galli y Cryptosporidium sp. genotipo II de murciélagos en la planta de 

tratamiento de agua para consumo humano del Municipio de Pasto, la presencia de 

Cryptosporidium molnari en la planta de tratamiento de agua para consumo humano del 

Municipio de Ipiales, la presencia de Cryptosporidium sp. genotipo VIII de aves en los 

acueductos veredales de Tumaco y la presencia de Cryptosporidium sp. en los acueductos 

veredales de Ipiales y Tumaco, confirmando la presencia de éste parásito protozoario en 

fuentes de agua del Departamento de Nariño. 

 

La técnica de secuenciación utilizada en este estudio presentó algunas limitaciones en la 

genotipificación de G. duodenalis y Cryptosporidium spp, en muestras de agua, que se asociaron 

con la presencia de varios ensamblajes de Giardia y varias especies de Cryptosporidium en una 
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misma muestra, debido a que se obtuvieron electroferogramas con picos mixtos que no 

permitieron el adecuado análisis de algunas secuencias.  
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6.2 Recomendaciones 

Continuar trabajando en la qPCR y en otras técnicas de biología molecular para el seguimiento 

de parásitos protozoarios en muestras de agua, que a futuro puedan considerarse alternativas 

metodológicas para su monitoreo. 

 

Realizar el seguimiento de los parásitos protozoarios en fuentes de agua de la región durante 

periodos más prolongados de tiempo, que permitan un mejor conocimiento de su 

comportamiento y de las variables que puedan afectar su presencia. 

 

En estudios futuros además de la detección de los parásitos protozoarios en muestras de agua, 

se recomienda considerar la concentración de las formas quísticas, su viabilidad e infectividad. 

 

Realizar estudios que contrasten y correlacionen la detección de parásitos protozoarios 

mediante qPCR con otras metodologías como la USEPA 1623 que corresponde al método 

validado para la detección de Giardia y Cryptosporidium en el país. 

 

Desarrollar estrategias metodológicas para mejorar la genotipificación de parásitos 

protozoarios en muestras de agua, considerando la presencia de varios ensamblajes de G. 

duodenalis y la presencia de varias especies de Cryptosporidium spp en una misma muestra. 

 

Considerar los resultados obtenidos en esta investigación para tomar medidas y precauciones 

que permitan mitigar las posibles fuentes de contaminación del agua de abastecimientos de 

las plantas encargadas de la producción de agua potable y de los acueductos veredales de la 

región. 

 



 

 

A.  Anexo: Divulgación 

Figura A-1: Certificado de participación en XXIII Congreso Latinoamericano de Microbiología 
y XIV Congreso Argentino de Microbiología, en modalidad de poster de investigación 
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Figura A-2: Certificado de participación en la VI Conferencia Internacional de Giardia y 
Cryptosporidium, en modalidad de presentación oral, con el trabajo titulado: “Molecular 
detection of Giardia duodenalis in raw and drinking water samples from Nariño (Colombia) in 
2016” 
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