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RESUMEN

Giardia intestinalis es un protozoario que afecta a humanos, asi como a una amplia
variedad de animales domeésticos, su distribucion es mundial con una mayor
prevalencia en paises en vias de desarrollo en donde los habitos de higiene no son
los adecuados, debido a que el gato puede ser portador de este parasito e infectar
al humano es de importancia conocer el riesgo de transmision. Por esta razon el
objetivo de este estudio es estimar la prevalencia del parasito en la poblacién de
gatos de Santiago de Querétaro, asi como determinar si poseen el genotipo
zoonotico A, y de esta manera conocer su papel en la salud publica. Se llevo a cabo
un estudio transversal en donde se recolectaron 200 muestras fecales de gatos de
ambos sexos, diferentes edades y estratos de procedencia. Las muestras se
analizaron mediante microscopia, mediante una técnica de flotacion, obteniendo
una prevalencia general del 25%. El genotipo encontrado en este trabajo fué el
genotipo A, lo que sugiere que el gato es un factor de riesgo importante en cuanto
a la diseminacion del parasito hacia los humanos, ubicandolo como un problema en

salud publica.

Palabras clave: Giardia, genoptipos, gatos, Salud publica.



SUMMARY

Giardia intestinalis is a protozoan that affects humans, as well as a wide variety of
domestic animals, its distribution is worldwide with a higher prevalence in developing
countries where hygiene habits are not adequate, because the cat can be a carrier
of this parasite and infect humans it is important to know the risk of transmission.
For this reason, the objective of this study is to estimate the prevalence of the
parasite in the cat population of Santiago de Querétaro, as well as to determine if
they have the zoonotic genotype A, and in this way to know its role in public health.
A cross-sectional study was carried out in which 200 fecal samples were collected
from cats of both sexes, different ages and strata of origin. The samples were
analyzed by microscopy, using a flotation technique, obtaining an overall prevalence
of 25%. The genotype found in this work was genotype A, which suggests that the
cat is an important risk factor for the dissemination of the parasite to humans, making

it a public health problem.

Keywords: Giardia, assemblages, cats, public health.
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I INTRODUCCION

La Giardia intestinalis protozoario flagelado que se ha reportado en todo el
mundo y puede infectar humanos como también a una amplia variedad de animales
domeésticos especialmente a perros, gatos y numerosas especies de mamiferos
silvestres (Minvielle et al., 2008). Giardia es considerado un problema de salud
publica importante ya que se ha demostrado que solamente con 10 quistes se puede
producir una infeccion en humanos (Rendtorff, 1954), asi mismo se considera que
el organismo puede ser un patdégeno primario. Los sintomas mas comunes de
giardiasis en humanos y animales incluyen enteritis y diarrea. (Biancardi et al.,
2004).

G. intestinalis es uno de los parasitos intestinales mas comunes de los
humanos, cerca de 200 millones de personas en Africa, Asia y América Latina
presentan infecciones sintomaticas (Yaso & Rivera (2007). Giardia tiene un amplio
rango de especies a las que afecta. El hecho de que este parasito pueda infectar a
humanos y animales, eleva la preocupacion en relacion al riesgo en salud publica a
partir de animales de compania (Thompson et al., 2008). Estos niveles de riesgo
dependeran de la prevalencia y los genotipos presentes. Los gatos son reservorios
de estos parasitos causando problemas de salud publica, afectando la salud de
humanos y animales (Gerhold & Jessup, 2013).

Giardia es transmitido de manera oro-fecal, principalmente mediante la
ingesta de agua o alimentos contaminados con quistes del parasito o de un huésped
a otro (Lujan, 2006). Si bien Giardia no suele ser fatal, puede ocacionar problemas
de salud persistentes, los factores de riesgo asociados con la infeccion abarcan
desde la presencia de infantes en entornos de guarderia, trabajadores de
guarderias y viajeros provenientes de areas endémicas del protozoario, hasta la
ingestion de agua contaminada, huéspedes con inmunodeficiencia, fibrosis quistica

y practicas sexuales que involucran la zona oral y anal (Leung et al., 2019).



El ciclo de vida de G. intestinalis es directo, Los quistes son excretados por
las heces, iniciando la infeccion cuando son ingeridos por otro hospedador. El medio
acido del estomago y las sales biliares del intestino delgado son los responsables
de la liberacién de los trofozoitos contenidos en los quistes, dichos trofozoitos se
acoplan a la mucosa del intestino delgado, colonizandolo y empezando su
multiplicacion por fision binaria asexual, durante el paso de los trofozoitos por el
intestino, se vuelven a enquistar, probablemente debido a cambios bruscos de pH
y la accidn de enzimas digestivas, pasando a heces y siendo infectivos nuevamente.
(Traub et al., 2005; Escobedo et al., 2007). El hecho de que la eliminacion de quistes
se de de manera intermitente hace que su diagnodstico sea complicado, llegandose

a confundir con otras enfermedades gastroentéricas.

Giardia posee siete grupos genéticos (A-G), morfologicamente iguales pero
genéticamente diferentes, y se encuentran distribuidos en diferentes especies. Al
ser morfolégicamente indistinguibles, solo pueden ser diferenciados por medio de
procedimientos basados en PCR, en conjunto con técnicas enzimaticas (RFLP) de
diferentes genes (gdh, tpi, etc) y secuenciacion (Abe et al., 2005; Souza et al., 2007).

Hasta el momento en nuestro pais unicamente se habian publicado estudios
de prevalencia y presencia de genotipos en perros, ovinos y bovinos (Godinez-
Galaz et al., 2018; Eligio-Garcia et al., 2005). Por lo tanto este trabajo pretende
investigar la frecuencia con la que se presenta el genotipo mas comun que afecta a
los humanos y determinar si los gatos desempefan un papel significativo como

transmisores de este parasito.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades

2.1.1 Antecedentes historicos

Giardia intestinalis es un protozoario flagelado encontrado en la mayoria de
los vertebrados, que habita en el intestino delgado de sus hospederos. Giardia
posee dos morfologias diferentes dependiendo de su estadio, el vegetativo
conocido como trofozoito y el infectivo conocido como quiste (Hill & Nash., 2011).

Anthony Van Leweenhoek describid al organismo observandolo en sus heces
diarréicas en 1681, sin embargo, Vilem lambl fue reconocido por describir el
trofozoito en humanos en 1859 quien crey6é que dicho organismo pertenecia al
género de Cercomonasyy lo llamé Cercomonas intestinalis; afios después la especie
G. lamblia que infecta a humanos fue nombrada en honor a él (Dobell, 1920). Por el
contrario, Grassi fue reconocido por describir el quiste en 1879 en roedores
denominandolo Dimorphus muris, el cual se incoporé al género de Giardia dejando
la especie muris para referirse a los roedores como hospederos; no obstante, fue
Kunstler fue el primero en atribuir el nombre de Giardia cdmo género a un organismo
que observo en renacuajos (G. agilis) en 1882, y no fue sino hasta 1888 en que
Blanchard sugirié el nombre de Lamblia intestinalis. (Blanchard, 1888).

Kofoid y Christiansen (1915) propusieron el nombre de Giardia lamblia
durante una conferencia en donde describieron el ciclo completo del protozoario,
describiendo morfologia que serviria mas adelante para la diferenciacion de
especies y organelos del trofozoito y del quiste, asi como la ocurrencia de fision
binaria; este debate acerca de las especies continud por afios hasta que Filice en
1952 publicd a detalle la descripcion morfolégica de Giardia proponiendo tres
especies usando la morfologia del cuerpo medio: G. duodenalis (humanos), G.
muris (roedores) y G. agilis (anfibios). El nombre de Giardia lamblia fue altamente



aceptado en 1970 cambiando a Giardia duodenalis en 1980 por Giardia intestinalis
en 1990 usado hasta la actualidad (Kulda & Nohynkova, 1995).

2.2 Etiologia

2.2.1 Biologia

Giardia es un protozoario flagelado perteneciente al orden Diplomonadidae
presentando dos estadios, el infectivo denominado quiste y el vegetativo
denominado trofozoito. Los trofozoitos se localizan en la superficie de la mucosa del
intestino delgado principalmente en duodeno y yeyuno, en donde se reproducen de
forma asexual por medio de fision binaria; estos se mantienen unidos a las
microvellosidades por medio de su disco ventral, mientras que los quistes se
encuentran en el medio ambiente siendo estos la forma resistente del parasito

sobreviviendo por meses en temperaturas optimas. (Diaz & Fernandez, 2008).

El trofozoito (figura 1) también conocido como estadio vegetativo o invasivo
posee un tamafo de 12 a 15 ym de largo por 6 a 8 um de ancho de aspecto piriforme
y simétrico, convexo dorsalmente con dos axdstilos ventrales que le dan soporte al
parasito y concavo ventralmente donde se localiza su disco ventral o disco suctorio,
organo mas importante de este parasito ya que este le permite adherirse a las
microvellosidades del intestino, integrado por microtubulos espirales, la membrana
citoplasmatica que recubre a este 6rgano posee lectinas que ayudan con los
mecanismos de adhesion del protozoario. También posee cuatro pares de flagelos
en su parte ventral originados de 8 cuerpos parabasales, dos anterolaterales, dos
posterolaterales, dos ventrales y dos centrales, un par cuerpos medios cuya
estructura es unica de este género (Rivera et al., 2002). Estructuralmente el
trofozoito es binucleado, ambos nucleos presentan el mismo tamafo, cada uno
situado a un lado de la linea media con un cariosoma central. La membrana nuclear
se encuentra revestida por cromatina, sin embargo, se encuentra parcialmente
cubierta por ribosomas. El tamafio del genoma de Giardia es de 10,6-11,9 Mb.
(Rivera et al., 2002: Gillin et al., 1996: Owen, 1980)



El quiste (figura1) que es el estadio infectivo del protozoario mide de 8 a 12
pum de largo por 5 a 8 ym de ancho tiene una forma oval y posee de 2 a 4 nucleos
dependiendo de su maduracién. Poseen un citoplasma granular fino que a su vez
contiene axonemas flagelares, vacuolas, ribosomas y fragmentos del disco ventral,
por lo tanto el quiste posee las estructuras observadas en el estadio invasivo pero
de manera desordenada; posee una pared externa fibrinosa compuesta de 7 a 20
filamentos y una pared interna membranosa que mide de 0.3 a 0.5 ym, cuando el
quiste posee dos nucleos se encuentra de forma inmaduro denominandose pre
quiste mientras que los quistes completamente maduros poseen 4 nucleos en total.
(Rivera et al., 2002: Gillin et al, 1996: Owen, 1980 ).

Mitosomas centrales

Vesiculas
periféricas

Cuerpos
basales

Disco Cariosoma
ventral
. Cuerpo
Mlt9§qmas medio
periféricos
- Flagelo
Axostilo 9

axonema

Membrana
0.3-0.5M'm

Flagelos )

Trofozoito Quiste

Figura 1. Estadios de Giardia intestinalis

2.2.2 Taxonomia

Cuando hablamos de protozoarios, se tienen considerados 7 phyla de
importancia, en la actualidad se clasifican a los protozoarios como eucariotes
basales reconociendo hasta 13 phyla, los flagelados pertenecen al antiguo phylum
mastigophora, hasta hace poco Giardia se manejaba como un parasito



perteneciente al phylum Sarcomastigofora, subphylum Mastigofora, clase
Zoomastigophorea, Orden Diplomonadida, familia Hexamitidae, género Giardia
(Levine, 1980; Morrison et al., 2007). Hoy en dia debido a los avances tecnologicos
se esta manejando un nuevo orden taxonomico para este protozoario con base en
datos genéticos estructurales y bioquimicos, Cavalier-Smith (2003) describe al

parasito de la siguiente manera:

Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phylum: Matamonada
Subphylum:Trichozoa
Superclase: Eopharyngea
Clase: Trepomonadea
Subclase: Diplozoa
Orden: Giardiida
Familia Giardiidae
Género: Giardia

2.3 Epidemiologia

Giardia intestinalis es uno de los protozoarios intestinales mas comunes de
los humanos. A nivel mundial se han reportado que alrededor de 200 millones de
personas presentan al parasito de los cuales solamente 500,000 presentan signos
de esta enfermedad (Yason & Rivera, 2007). La frecuencia de Giardia en México
puede llegar a ser muy variable con cifras que van del 2 al 39%, siendo los nifios en
edades de preescolar los mas propensos a contraer el parasito (Vazquez & Rivera,
2009); en el 2004 la organizacion mundial de la salud catalogé a la giardiasis como
una enfermedad desatendida relacionada a la pobreza perjudicando el desarrollo y
la mejoria socioecondmica (Savioli et al., 2006).

Giardia afecta a una amplia variedad de especies y el hecho de que pueda

infectar a humanos y animales, eleva la preocupacién en relacion al riesgo en la



transmision a partir de animales de compania (Thompson et al., 2008). Estos niveles
de riesgo dependeran de la prevalencia y los genotipos presentes. Los perros y
gatos son reservorios de este protozoario, afectando tanto a humanos como a otros
animales (Gerhold & Jessup, 2013). La magnitud del riesgo de transmisién de gatos
a humanos hasta la fecha no es bien conocida.

La giardiasis, a pesar de haberse descubierto hace 400 afios y ser un
problema de salud publica mundial, es considerada una enfermedad emergente
siendo los genotipos A y B los mas prevalentes que afectan a humanos, perros y
gatos. No obstante, los quistes en heces se producen de forma intermitente
haciendo dificil su diagnoéstico y llegandose a confundir con otras enfermedades
gastrointestinales. La baja sensibilidad de un solo analisis coproparasitoscopico
hace aun mas dificil la deteccion de la enfermedad, por lo cual se necesitan
examenes repetidos hasta que las formas morfolégicas se observen (Nash et al.,
1987).

2.3.1 Genotipos

Debido a que Giardia intestinalis representa un problema tanto de salud
humana como para la salud animal, diversos estudios se han encargado de
caracterizar esta especie, obteniendo distintos genotipos a partir de aislados del
parasito (Mayrhofer et al., 1995; Minvielle et al., 2008; Monis et al., 1998; Monis et
al., 1999). Si bien morfologicamente no se encuentran diferencias, a nivel genético
se tiene conocimiento de ocho ensamblajes diferentes, designados de las letras A
a la H, los cuales se diferencian de acuerdo con su hospedero (cuadro 1); con base
en esto, los genotipos A y B son los que representan un mayor problema, debido a
que su gama de hospederos es la mas amplia, ademas de ser los que infectan
indiscutiblemente al humano. El grupo A, presenta cuatro subgrupos de, de los
cuales Al y All parasitan tanto a humanos como a animales, y Alll y AlIV
exclusivamente a animales (Abe et al. 2005; Eligio-Garcia 2005); los grupos Cy D
son encontrados principalmente en perros, E en ganado, F es tipico de los gatos, G
de ratas y H de pinnipedos (Caccio et al 2008; Monis et al., 1999). Los genes



utilizados para el genotipado de Giardia intestinalis incluyen aquellos que codifican
para la [3-giardina, triosa fosfato isomerasa, la unidad pequeina de RNA ribosomal y
la glutamato deshidrogenasa (Caccio et al., 2018; Heyworth, 2016).

Cuadro 1. Ensamblajes de Giardia intestinalis y sus hospederos
(Heyworth, 2016).

Ensamblaje Hospederos

A Humanos, Perros, Gatos, Ganado, Pequeinos rumiantes, Cerdos,
Caballos, Aves, Mamiferos silvestres

B Humanos, Perros, Ganado, caballos, lagomorfos, Mamiferos

silvestres

Perros, Ganado, Mamiferos silvestres

Perros, Ganado, Mamiferos silvestres

Ganado, Pequenos rumiantes, Cerdo, Caballos

Gatos

Ratas ratones

Il | m| m|Q O] O

Focas

2.3.2 Hospederos

La taxébnomia de Giardia ha sido controversial por muchos afos, actualmente
siete especies del protozoario son reconocidas como validas, G. agilis en anfibios,
G.ardeae y G. psittaci en aves, G. muris y G microti en roedores, G. peramelis en
marsupiales y G. intestinalis o G. duodenalis en mamiferos (Hilman et al., 2016).
Aunque la mayoria de las especies de Giardia se han adaptado a un solo
hospedero, cuando se describe a G. intestinalis su rango de hospederos es mayor
que las otras especies (figura 4), y cobra relevancia como patdgeno ya que infecta
humanos y animales de compaiia, su papel que puede llegar a representar un

problema en la salud publica y animal.
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Figura 2. Hospederos y genotipos de Giardia intestinalis (Garcia et al., 2017)

El hecho de que este protozoario afecte a mamiferos domeésticos
especialmente a perros y gatos corresponde a un enorme riesgo pata el humano.
El potencial zoonético de este protozoario fue propuesto mucho antes de que se
tuviera conocimiento de los ensamblajes genéticos actuales, esto en estudios donde
se presentaba una supuesta transmision cruzada. Sin embargo, los resultados de
dichos estudios eran dificiles de interpretar por lo que no fue posible comprobarse
hasta que se comenzaron a utilizar técnicas moleculares para diferenciar los
genotipos de este parasito (Bugg et al., 1999). En la actualidad infecciones mixtas
entre genotipos pertenecientes a los humanos y a los perros y gatos han sido
reportadas, por lo que desde un punto de vista epidemiologico, la interpretacion de
resultados de estos estudios demuestra a un potencial reservorio ambiental de la

giardiasis en zonas urbanas (Monis et al., 2009).

La transmisidn zoondtica de este parasito se ha complicado en los ultimos
anos debido al incremento de infecciones en fauna silvestre, esto como

consecuencia de actividades antropogénicas, cambios ambientales y ruptura de



barreras ecologicas (Feng et al., 2018; Heyworth, 2016) esto ultimo a causa de un
aumento de las zonas agricolas, urbanizacion, ecoturismo, disponibilidad y
distribucion de agua, etc. Dichos factores ayudan, a la diseminacion de este
protozoario en lugares y reservorios en los que anteriormente no se habia
identificado. Dos de los animales mas susceptibles a especies zoondticas de Giardia
son los castores y los coyotes, animales que han demostrado ser importantes en la
diseminacién de este parasito, tanto a otros animales silvestres, como a humanos

o fuentes de agua (Kutz et al., 2009).

2.3.3 Ciclo biolégico

Giardia intestinalis posee un ciclo de vida directo que no cambia a pesar de
su hospedero (Figura 2), este presenta dos fases morfolégicamente diferentes, el
infectivo denominado quiste, el cual es responsable de causar la infeccidon y el
trofozoito o estadio invasivo el cual es causante de la enfermedad. Giardia
intestinalis puede sobrevivir en el medio ambiente por meses si sus condiciones son
optimas (4 °C) (Adam, 2001). Antes se consideraba al quiste como una forma
criptiobiotica, sin embargo, se ha observado que éste tiene una media del 15% del
consumo de oxigeno de los trofozoitos y es competente para atravesar el estbmago
y desenquistar en intestino (Paget et al., 1998).

Después de la ingestion el desenquiste ocurre en el duodeno debido a la
exposicion del quiste con el acido gastrico durante su paso por estbmago y
posteriormente exposiciéon a la bilis y enzimas pancreaticas en el duodeno, la
preferencia de este parasito por el duodeno y yeyuno medio sugiere que necesita
de concentraciones considerables de nutrientes y un pH estable (Bernander et al.,
2001). Durante el desenquiste, se libera un excizoito el cual se divide y genera dos
trofozoitos, estos colonizan las vellosidades del intestino delgado y se adhieren a
los enterocitos mediante su disco ventral, caracteristica importante en el parasito
con relacion a su hospedero. Sin embargo, no son parasitos obligados dado a que
su ciclo biolégico se lleva a cabo de una manera extracelular, en donde comienzan

a replicarse por medio de una reproduccion asexual o fisidon binaria con un tiempo
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de duplicacién de 9 a 12 h. Este estadio pose dos nucleos idénticos cuyo contenido
genomico varia entre diploide 2N y tetraploide 4N y en consecuencia cicla entre 4N
y 8N. Durante esta etapa estacionaria los trofozoitos se detienen en fase G2 del
ciclo celular y presentan una ploidia de 4N en cada nucleo (8N) (Bernander et al.,
2001; Lebwohl et al., 2003 ; Lopez-Romero et al., 2015). Durante esta fase es
cuando los primeros signos de la enfermedad comienzan a manifestarse, dando
como resultado el dafio en la mucosa intestinal, el acortamiento de las
microvellosidades y la deficiencia de disacaridasas; induciendo una respuesta
inmune por parte del hospedero que promueve un aumento de permeabilidad
intestinal con hipersecrecidon de aniones y liquido en el intestino. Este cambio en el
microambiente intestinal puede actuar como un estimulante de la patogenicidad del
parasito, terminando en una disfuncién de la barrera intestinal y la apoptosis de
enterocitos, posiblemento ocacionado por el dafio intestinal debido a las proteasas
de cisteina que secreta el trofozoito (Liua et al., 2018).

El proceso de enquistacién ocurre como una respuesta adaptativa del
protozoario al momento de salir en heces, esto debido a que los trofozoitos son
sensibles a cambios de temperatura, humedad, y presencia de agentes quimicos,
por lo que no son capaces de sobrevivir fuera del intestino de su hospedero
(Thompson & Monis, 2004).

Por causa del transito intestinal los trofozoitos descienden por el intestino del
hospedero, al encontrarse con ambientes pobres en colesterol, cambios en el pH y
un incremento de sales biliares, estos comienzan a enquistarse, el requerimiento de
colesterol se debe a la biogénesis de membrana que posee este parasito, sin
embargo al no ser capaz de sintetizar el colesterol este lo debe obtener del intestino

delgado del huésped (Thomson et al., 1993).
Una vez iniciado este proceso el trofozoito, en fase G1 del ciclo celular, pasa

por dos rondas consecutivas de replicacidén cromosomica sin la intervencion de una

division celular por lo que no hay presencia de citoquinesis, pero si una division
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nuclear y los componentes de la pared quistica se comienzan a sintetizar de forma
rapida, esto para ordenarse en granulos secretores caracteristicos. Las vesiculas
secretoras de la enquistacién transportan los componentes de la pared quistica a la
membrana plasmatica, para liberarse posteriormente en el exterior del parasito, este
proceso termina una vez obtenida una pared rigida que conforma el exterior del
parasito ya enquistado, 8 h después de iniciado el proceso (Erlandsen et al., 1990).
Los quistes de Giardia contienen 4 nucleos, cada uno con una ploidia de 4N, 16N
por quiste por lo tanto el contenido de ADN es el doble que el de los trofozoitos en
fase estacionaria (Bernander et al., 2001); estos poseen una pared de hialina y
glicoproteina que los protege de temperaturas externas, factores ambientales e

incluso a la accion de los desinfectantes (Adam, 2001 ; Lujan, 2006).
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Figura 2. Ciclo Biologico de Giardia intestinalis

Gracias a estudios anteriores en cultivos axénicos del aislado WB (cepa de
trofozoitos) han permitido conocer el genoma de este parasito, en el de trofozoito
se presenta un genoma diploide y tetraploide (figura 3), durante cada ciclo celular el
genoma es replicado (fase S) y los cromosomas se distribuyen por igual a células
hijas (Fase M) (Svard et al., 2003; Bernarder et al., 2001).
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Figura 3. Ploidia de Giardia intestinalis (tomado de Svart et al., 2003)

2.3.4 Transmision

La infeccién por Giardia en hospederos susceptibles puede ser transmitida
via fecal-orala través de quistes infecciosos, directa o indirectamente. La
transmision directa puede ocurrir de individuos infectados a individuos sanos por
contacto directo; como ejemplo, en animales se transmite generalmente si los
animales se encuentran en confinamiento como en jaulas o refugios. La transmision
indirecta ocurre a través de la ingestion de quistes en comida o en agua

contaminada (Tangtrongsup, 2013).

Debido a las condiciones sanitarias, en paises en vias de desarrollo, se tiene
mayor prevalencia de G. intestinalis que en paises industrializados. En estos ultimos
las infecciones humanas se encuentran en turistas, homosexuales y personas en
asilos o guarderias. En algunos paises en vias de desarrollo, la giardiasis en nifios
afecta a cerca del 100% de la poblaciéon. Grandes epidemias han ocurrido por
contaminacion fecal de alimentos y reservorios de agua, infectando en algunos

casos a miles de personas (Lujan, 2006).
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2.3.5 Prevalencia

La prevalencia de los parasitos intestinales depende de diferentes variables
incluyendo area geografica y numero de animales compartiendo un mismo espacio.
Los estudios epidemiologicos de los parasitos intestinales nos dan una buena idea
de los riesgos zoonoticos que conllevan a las personas a convivir con animales

(Jiménez-Cardoso et al., 2010).

La prevalencia de Giardia intestinalis en perros ha sido reportada
anteriormente con una considerable variacion, los rangos de la prevalencia en la
literatura van del 0.6% al 49.7% (Mundim et al. 2007). Un estudio a partir de meta-
analisis para determinar la prevalencia de Giardia en heces mostré una prevalencia
general del 12%; en este mismo estudio, al comparar los métodos de microscopia
contra ELISA, PCR e IFA, se determiné una prevalencia de 11.8% para microscopia
y 19.8% para el promedio de los otros (Bouzid et al., 2014). A través de microscopia,
estudios en heces de gato han mostrado prevalencias que van del 1% al 43%, en
paises como EE.UU., Japdn, Brasil y Rumania (ltoh et al., 2005; De Santis-Kerr et
al., 2006; Coman et al., 2009; Coello et al., 2009; DallAgnol et al., 2010). Asimismo,
estudios utilizando PCR, muestran prevalencias entre el 8% al 56% en ltalia, Reino
Unido y EE.UU. (Manciati et al., 2014; Paris et al., 2014; Polak et al., 2014).

Los estudios de Giardia intestinalis en gatos de los Estados unidos oscilan
entre 0.58 al 13% (Vasilopulos et al., 2007). Si bien se tiene informacion que el
genotipo F especifico en gatos suele presentarse con mayor frecuencia, existen
estudios que los genotipos potencialmente zoonoticos como A y B han sido
identificados en gatos de Nueva York, Missisipi, Alabama en EE.UU, y Ontario en
Canada (Lefebvre et al., 2006; McDowall et al., 2011; Van Keulen et al., 2002;
Vasilopulos et al., 2007).

Mosallanejad et al., (2010) Hicieron un estudio en el sureste de Iran y determinaron
una prevalencia del 3% mediante deteccion de antigenos de Giardia en gatos
provenientes de clinicas particulares, mientras que que la prevalencia del 2% se
obtuvo mediante la observacion de quistes en heces.
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En humanos que viven en los EE. UU., se determin6 que los casos de
giardiasis van de 7.4 a 7.6 casos por 100,000 habitantes y que la giardiasis cronica

en nifios puede llevar a malabsorcion y falla en el desarrollo (Cotton ef al., 2011).

En México solo existen estudios de la prevalencia y presencia de genotipos
zoonoticos en perros (Godinez et al., 2019); sin embargo, no se han descrito
prevalencias o genotipos de G. intestinalis en gatos.

2.4 Patogénesis

La patogénesis de la giardiasis es un resultado de la ruptura de la barrera
epitelial y las respuestas inflamatorias e inmunolégicas del hospedero (Meloni et al.,
1995). El principal efecto patogénico resulta de la interaccién entre productos
parasitarios, como proteinasas y microvellosidades, ademas de la deficiencia de
enzimas encontradas en el borde en cepillo. De igual manera se ha descrito un
aumento en la permeabilidad epitelial derivado de la apoptosis de los enterocitos y
de la reorganizacion del citoesqueleto, producida por productos téxicos de los
trofozoitos. Estos factores combinados dan lugar a un sindrome de mala absorcion
que a su vez desencadena diarreas profusas y un menor aumento de peso. La
reduccion de lipasas y el aumento de la produccién de mucina por parte de células
caliciformes explican la esteatorrea que se puede llegar a presentar en hospederos
infectados con Giardia, sin embargo el como se presente la infeccion dependera
principalmente de la relacion del parasito con su hospedero. El hecho de que la
giardiasis sintomatica ocurra en pacientes inmunocomprometidos, malnutridos o
jovenes es una indicacion de que los factores del huésped juegan un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad y la manifestacion de signos clinicos
(Thompson et al., 1990; Buret et al., 2002).

2.4.1 Mecanismos desencadenados por la infeccidon

Durante la fase de trofozoito los primeros signos de la enfermedad comienzan
a manifestarse, como resultado de dano en la mucosa intestinal, el acortamiento de

las microvellosidades y la deficiencia de disacaridasas, dando como resultado la
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induccién de una respuesta inmune por parte del hospedero; que resulta en un
aumento de permeabilidad intestinal con hipersecrecion de aniones y liquido en el
intestino. Este cambio en el microambiente puede actuar como un estimulante de la
patogenicidad del parasito, terminando en una disfuncién de la barrera intestinal
(figura 5) (Liua et al., 2018). Las infecciones causadas por este protozoario pueden
llegar a provocar cambios a largo plazo en la fisiologia del intestino, por lo que
pueden presentarse secuelas post infecciosas; ademas de una predisposicion a
trastornos gastrointestinales crénicos, incluyendo el sindrome del intestino irritable
y alergias alimentarias que pueden llegar a durar 10 afos posterior a la eliminacion
del parasito (Bartelt & Sartor, 2015).

Microbiota
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Figura 5. Respuesta por parte del hospedero ante una infecciéon de giardiasis
modificado de (Knoop et al., 2016; Woerther et al.,2013; Marie & Petri, 2011).

Varios mecanismos de defensa innata juegan un papel importante en la
defensa contra este protozoario, tales como el incremento en la produccién de oxido
nitrico, las lactoferrinas, las a-defensinas, los fagocitos, los mastocitos, las células
dendriticas y la hipermotilidad (Aley et al., 1994); sin embargo Giardia es capaz de
evadir algunas de estas respuestas y evitar ser eliminado del intestino. Por lo
general se sugiere que la giardiasis puede ser autolimitada y que los hospederos

son capaces de eliminar la infeccion, por medio de la inmunidad adquirida contra
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este protozoario. Se ha propuesto que la respuesta por parte de las células B es
importante para su eliminacion, sin embargo aun no se tiene claro el papel que
desenvuelven los anticuerpos para lograr frenar la enfermedad, por lo que también
se propone que el microbioma puede conferir cierta proteccion al parasito (Fink &
Singer, 2017).

Por otro lado, se han desarrollado modelos in vitro de las interacciones entre
el huésped y el parasito durante la giardiasis utilizando células epiteliales
intestinales cultivadas en co-incubaciones con parasitos axénicos de Giardia. Las
dos lineas celulares mas utilizadas en los proyectos de investigacion sobre el tracto
intestinal humano son las células Caco-2 y HT-29 ambas derivadas de
adenocarcinomas de colon. (Natoli et al., 2010). Roxstrom-Lindquist et al., (2005)
llevaron acabo por primera vez, en donde identificaron genes regulados de forma
diferencial en células Caco2 en presencia de trofozoitos de Giardia, observando
cambios en la expresion de genes asociados a la inmunidad (firgura 6), incluyendo
las quimiocinas (CCL2, CCL20 y CXCL1-3), genes implicados en la regulacion
transcripcional (NFkappaB inhibidor alfa, FOS, JUNB, TCF8) y genes asociados en
la regulacion de la estabilidad del ARNm (ZFP36 o tristetraprolina, TTP) (Guo et al.,
2017). Un aumento en el nivel de ARN también se observo en la proliferacion de las
células Caco-2 para la mayoria de las quimiocinas, por lo que se sugiere que esta
diferencia es importante durante las interacciones hospedero-parasito e influye en
la expresion geénica de las células epiteliales del colon; ademas de influir
directamente en la sefializacion inmunitaria (O’Sullivan et al., 2017). De igual forma
se observo que los factores de transcripcion de NFkB y AP-1 se activan al entrar en

contacto con Giardia y las células epiteliales.

Por otra parte, Giardia es capaz de utilizar el aminoacido arginina para
generar ATP a través de la via arginina desaminasa, lo cual causa un agotamiento
de la arginina y una competencia metabdlica directa con las células del hospedero
(Stadelmann et al., 2013). Asi mismo, se ha comprobado que los trofozoitos inducen
la detencion del ciclo celular en las células Caco-2 a través de este consumo de

arginina, lo que provoca la decaida de las poliaminas y la induccion de genes de
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detencion en el ciclo celular. Esta expresion génica diferencial demuestra que el
dafo al ADN esta relacionado directamente con la interaccion del parasito con su
hospedero (Ma’'ayeh et al., 2018; Roxstrom-Lindquist et al., 2005). El arresto del
ciclo celular también podria suponer una induccién a la apoptosis en células
epiteliales (Troeger et al., 2007), en la actualidad no se sabe con exactitud como es
que Giardia puede inducir dicha apoptosis, sin embargo se cree que puede ser a
través de la via extrinseca mediante proteasas de cisteina secretadas (Ortega-
pierres et al., 2018) justo después de haberse presentado la inanicién de glucosa o
arginina, el estrés oxidativo y la alteracion de la barrera epitelial (Ma’'ayeh et al.,
2018).
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Senalizacion inmunitaria Giardia modificado de (Emery-Corbin eta al., 2020;
Cotton et al., 2015; Potoka et al., 2013).

Los mecanismos que posee este protozoario para causar diarrea aun no se
conocen con exactitud, se sugiere que los trofozoitos actuan como una barrera
mecanica para la absorcion, o que compiten con los nutrientes del hospedero. Los
trofozoitos colonizan el intestino delgado de su hospedero en donde interactuan
principalmente con células epiteliales durante su adherencia, es aqui donde
interrumpen y distorsionan las microvellosidades en el lugar en donde el disco

ventral se interconecta con la membrana de las microvellosidades, existe evidencia
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que sugiere que este protozoario produce y posiblemente libera sustancias
citopaticas en el lumen intestinal (Lindmark, 1988). Giardia posee una serie de tiol
proteinasas que puede atacar a las glicoproteinas de superficie y alterar las
microvellosidades, de igual manera la lectina superficial de union a manosa puede

contribuir al dafo epitelial (Farthing et al., 1986).

2.4.2 Alteracion de la microbiota ocacionada por Giardia

Giardia es uno de los principales patdgenos relacionados con cuadros
diarreicos en el mundo (Hanevik et al., 2009), ademas de ser un agente precursor
del sindrome de intestino irritable post-infeccioso (Halliez & Buret, 2013). Durante
su fase aguda este protozoario puede provocar cambios funcionales en la
microbiota comensal de su hospedero, asi como cambios en la estructura de la
biopelicula bacteriana intestinal, contribuyendo a las manifestaciones clinicas y post
infecciosas de la giardiasis. Por lo tanto, esta alteracion desempefia un papel
fundamental en la patogénesis de la enfermedad, influyendo directamente en la
resistencia a la colonizacion por trofozoitos (Fekete et al., 2021).

Giardia interactua directamente con el microbioma y a través de estas
interacciones puede modular el metabolismo de su hospedero, la respuesta
inmunitaria y la barrera mucosa, efectos que incluso persisten una vez que el
parasito ha sido eliminado (Fekete et al., 2021). Gerbaba y colaboradores
demostraron que este protozoario es capaz de causar una disbiosis en cultivos con
biopeliculas de mucosa humana, aumentando la virulencia de la microbiota
comensal hacia células epiteliales humanas (Gerbaba et al., 2015), estas
biopeliculas alteradas eran capaces de inducir inmunopatologias provocadas por
proteasas secretoras del parasito (Bartelt et al., 2017).

En un estudio evaluado en ratones de diferentes procedencias, se describio
que el microbioma era distinto en cada una de las poblaciones de roedores,
encontrando diferentes susceptibilidades en la infeccion por Giardia, comprobando

a su vez que la resistencia hacia este protozoario era transferible a los ratones
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normalmente susceptibles, si estos eran puestos en un mismo entorno con ratones
resistentes. El tratamiento con antibiéticos en infecciones causadas por Giardia en
ratones ha sido utilizado frecuentemente, sugiriendo que el microbioma puede
desempenfar un papel importante en el establecimiento y la persistencia de la
infeccion, sin embargo, se describe que el mismo tratamiento puede inducir la
disbiosis (Singer & Nash, 2000).

De igual manera Barash & Maloney (2017), evaluaron el impacto de la
infeccion por giardiasis en la microbiota del hospedero, demostrando que durante la
colonizacion en el intestino delgado se produce una disbiosis sistémica de bacterias
comensales aerobicas y anaerdbicas, especificamente describen que durante esta
etapa existe aumento de proteobacterias aerobias y una disminucién de firmicutes
y melainabacterias, hipotetizando que la disbiosis presente podria estar asociada
directamente al metabolismo anaerobio del parasito.

Se plantea que la persistencia de la disbiosis en la microbiota intestinal esta
relacionada con el establecimiento de la enfermedad a largo plazo asi como con el
tratamiento administrado, siendo esta disbiosis la responsable de los trastornos
gastrointestinales posteriores a la infeccion (Beatty et al., 2017). Las alteraciones
en la microbiota, ademas de aumentar el riesgo inmediato de infeccidn, también
pueden afectar a la homeostasis inmunitaria basica con repercusiones en todo el
organismo y a largo plazo (Francino, 2016). Las enfermedades atopicas,
inflamatorias y autoinmunes se han relacionado con la disbiosis de la microbiota
intestinal y, en algunos casos, se han establecido asociaciones significativas entre
estas enfermedades y la ingesta de antibidticos (Francino, 2014). Sin embargo, a
pesar de que existe evidencia que la gravedad de la enfermedad esta relacionada
con el microbioma del hospedero, aun no se conocen con exactitud las
consecuencias que los tratamientos pueden causar en la microbiota intestinal
(Riches et al., 2020), por lo que es importante el comprender como algunos

farmacos pueden llegar a afectarla.
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2.4.3 Signos clinicos

Las manifestaciones clinicas de este protozoario varian entre infecciones
sintomaticas y asintomaticas, siendo la diarrea aguda e intermitente de los signos
mas comunes. Estudios indican que la presentacion de esta enfermedad esta
ampliamente relacionada a los genotipos presentes en la misma, siendo el genotipo
A el que esta asociado con la enfermedad aguda y presencia de diarrea explosiva
y el genotipo B el asociado a la enfermedad cronica con presencia de diarrea
intermitente y en ocasiones asintomatica (Jerez et al., 2015; Noussa et al., 2016;
Thompson et al., 2000). Con base en diversos estudios, autores concuerdan en que
los signos clinicos comunes de la giardiasis se encuentran en la mayoria de las
especies, incluyendo diarrea como antes mencionado, vomito, abdomen distendido,
anorexia, flatulencia y urticaria (Dib et al., 2008; Geurden et al., 2008; Hardin et al.,
1997).

Los signos y sintomas de este protozoario también se ven influidos por la
especie de hospedero, especie o genotipo del protozoario, la edad, la competencia
inmunitaria y las infecciones concurrentes que se puedan presentar, la giardiasis
aguda y crénica se presentan como dos enfermedades diferentes, en la primera los
episodios de diarrea aguda estan asociados directamente con la infeccion, mientras
que en la segunda la diarrea no es una caracteristica especifica si no que esta mas
asociada a un retraso en el desarrollo del hospedero y la mayor parte del tiempo se
agrava por mala nutricioén y poliparasitismo (Thompson, 2008). De igual manera, se
ha comprobado que las infecciones por Giardia pueden inducir a sintomas
gastrointestinales post infecciosos como el sindrome del intestino irritable (Hanevik
et al., 2009).

En algunos pacientes se presentan fenbmenos como la malabsorcion de grasas,
glucosa, lactosa, xilosa, vitamina A, vitamina B12, vitamina E, hierro y acido félico
(Cordingley & Crawford, 1986). La deficiencia de lactasa se da en un 20 a 40% de
los casos, de igual forma, diversos pacientes que presentaron cuadros diarreicos,

desarrollaron intolerancia post infeccion a este disacarido posterior a su tratamiento;
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por lo cual se recomienda no consumir productos que contengan lactosa durante un

mes posterior al termino de su tratamiento (Hill, 2014).

Tras un periodo de incubacion de una o dos semanas puede aparecer diarrea
explosiva, acuosa o mal oliente, esto derivado de la presencia de la grasa que se
encuentra en las heces por lo tanto las evacuaciones en algunas especies pueden
llegar a ser de un color amarillento o claro, en raras ocasiones con presencia de
moco o0 sangre, esto acompanado de vomito, anorexia, sonidos abdominales, dolor
abdominal y fiebre moderada. En otras ocasiones tras una fase aguda mal definida
puede presentarse una fase crénica durante varios meses caracterizada por
diarreas intermitentes y periodos de estrefiimiento, pérdida de peso, distension
abdominal anorexia y flatulencia (Diaz & Fernandez, 1996).

Aunque las infecciones con Giardia son comunes, la mayoria de los perros y
gatos permanecen asintomaticos, si la enfermedad se manifiesta es usual que esté
asociada con animales jovenes y animales que se encuentran confinados, donde
los efectos del confinamiento y la debilidad nutricional causan estrés y pueden
acelerar los efectos de la infeccidn. El signo clinico mas comun en la giardiasis es
la diarrea, la cual puede ser aguda o cronica y limitada intermitente o continua
(Thompson, 2008). Si bien la susceptibilidad a la enfermedad aun no se conoce
totalmente, se plantea que los protozoarios poseen la habilidad de modular la
respuesta inflamatoria de su hospedero y de esta forma regula sus factores de
virulencia (Cotton et al., 2015). Asimismo se tiene evidencia que la patogenicidad
del protozoario esta asociada a la microbiota de su hospedero, la cual posee un rol
importante en la manifestacion de la enfermedad clinica, por lo que si el animal se
encuentra en condiciones 6ptimas es capaz de regular la infeccidn sin presentar los
signos comunes de la giardiasis (Fink & Singer, 2017; Torres et al., 2000), De igual
manera se asocian los casos asintomaticos a previas infecciones. Si bien en los
ultimos afios se ha incrementado el conocimiento de la fisiopatogenia de la
giardiasis, hasta el momento los factores exactos que determinan la variabilidad de
las manifestaciones clinicas no esta completamente esclarecidos. Diversos autores

plantean que las manifestaciones clinicas podrian estar relacionadas al genotipo
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detectado, sin embargo los resultados han sido contradictorios (Caccio et al., 2005;
Eligio-Garcia et al., 2005; Haque et al., 2005)

2.5 Tratamiento

Existe una amplia variedad de farmacos para el tratamiento contra la
giardiasis destacandose los nitroimidazoles, tales como el metronidazol, el tinidazol
y la furazolidona,y los benzimidazoles de los cuales el albendazol es de los mas
usados. Asi mismo, existen otros farmacos como la quinacrina y la nitazoxanida que

han tenido un uso terapéutico en contra de este parasito (Thompson, 2008).

2.5.1 Nitroimidazoles

Los nitroimidazoles (benzoilmetronidazol, nimorazol, tinidazol, ornidazol y
secnidazol), especialmente el metronidazol, son los farmacos de eleccion contra
este parasito. Los cuales fueron descubiertos en 1955 y se demostro su efectividad
contra otro protozoario Trichomonas vaginalis y no fue sino hasta 1961 que se
observo su efectividad contra la giardiasis. Sin embargo, se ha descrito que este
farmaco no tiene ninguna accién en contra de los quistes de Giardia (Escobedo &
Cimerman, 2007; Paget et al., 1989). El metronidazol forma metabolitos activos
cuando se reduce la enzima piruvato ferredoxin oxidorreductasa (PFOR) en un
microambiente anaerdbico, por lo tanto, dicha accion se limita a protozoos y
bacterias anaerodbicas. La reduccién del PFOR crea gradientes de concentracion
que permite la acumulacion del medicamento dentro del trofozoito (figura 5), este
tiene un potencial redox mas bajo (-460 mV) que la ferredoxina (-320 mV), por lo
que actua como un sumidero de electrones, extrayendo electrones de ferredoxina
para convertirlos en aniones de radicales nitro o nitroso; lo cual causa dafo de
biomoléculas funcionalmente importantes, como la rotura de la hebra y el
entrecruzamiento del ADN inhibiendo la segregacion de ADN o bien modifica los
genes implicados en el proceso final de la mitosis, deteniendo el ciclo celular en la
fase G2+M (Hoyne et al., 1989). Ademas el metronidazol inhibe el consumo de
oxigeno del trofozoito, actuando como un aceptor de electrones alternativo (Raether
& Hanel, 2003; Paget ef al., 1989).
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Figura 5. Difusion del metronidazol en el trofozoito. Modificado de Watkis &
Eckan, 2014.

La administracion oral del metronidazol resulta en una buena absorcion, asi
como una buena distribucion en los tejidos y secreciones corporales, incluida la
leche materna, la vida media en plasma es de 7h aproximadamente. Su
metabolismo en el huésped es principalmente hepatico y es metabolizado por un
proceso oxidativo. El dafio que este medicamento induce, da lugar a un grave estrés
oxidativo, de igual modo se ha observado que el metronidazol provoca degradacion
del factor de elongacion 1 y (EF1-y), una enzima que participa en la traduccion de

proteinas (Leitsch et al., 2012).

Las principales causas del fallo en el tratamiento se deben a la deficiente
absorcion intestinal; la disminucién del PFOR, lo que resulta en un mecanismo
deficiente de barrido de oxigeno; no obstante en algunos casos de giardiasis se ha
observado que si bien las concentraciones de PFOR eran 17 veces menores a una
cepa resistente la capacidad de absorciéon de oxigeno no era significativamente
diferente en cepas sensibles y resistentes (Ellis et al., 1993). En algunas cepas
resistentes se observo un aumento en la actividad de la NADPH oxidasa, ademas
en estudios in vitro con cepas resistentes inducidas en laboratorio, dicha resistencia
se correlacioné con una disminucién de los niveles de peroxidasa y reductasa

dependientes del tiol (Harris, 2001).
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2.5.2 Benzimidazoles

Los benzimidazoles son farmacos utilizados mayormente para contrarrestar
infecciones causadas por helmintos, en la actualidad se conoce que su amplio
espectro incluye una actividad importante contra ciertos protozoarios. Dentro de
este grupo de medicamentos, el albendazol y el mebendazol son los que han
demostrado su efecto contra Giardia. Estudios in vitro han demostrado que ejercen
efecto toxico al unirse con el citoesqueleto de B-tubulina del protozoario, causan
inhibicion de la polimerizacion del citoesqueleto (figura 6) y una alteracién en la
recepcion de la glucosa (Boreham et al., 1985). Estos farmacos se absorben
minimamente en el intestino sin embargo, el albendazol puede alcanzar una
concentracion plasmatica entre 15 y 49 veces superior a la del mebendazol. El
efecto sistémico del albendazol se debe a su metabolito primario, el sulfoxido de
albendazol, que se forma rapidamente en el higado tras su absorcion, estudios in
vitro demostraron que su actividad era de 30 a 50 veces mayor que la del
metronidazol y de 4 a 40 veces mayor que la de la quinacrina, ademas se ha
comprobado que el albendazol puede afectar la morfologia, la adherencia y la
viabilidad del trofozoito de una forma mas eficiente que los nitroimidazoles (Meloni
et al., 1990). Existen discrepancias entre los resultados in vitro y las pruebas in vivo
de estos medicamentos. Se conoce que con una dosis de 400 mg es suficiente para
conseguir una efectividad igual que el metronidazol, pero a comparacion de este
ultimo los efectos secundarios de los benzimidazoles son pocos debido a su mala

absorcion en el intestino (Hall & Nahar, 1993).
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Figura 6. Accion del albendazol en el trofozoito (Con informacién de Boreham
et al., 1985; Meloni et al., 1990)

2.5.3 Resistencia

Comunmente los tratamientos a base de metronidazol y albendazol suelen
ser eficaces contra Giardia, teniendo una eficacia promedio del 90%, no obstante
se tiene documentado que existen fallos terapéuticos con estos farmacos (Leitsch,
2015). Las principales causas para que se presenten fallos en el tratamiento son
por un lado el incumplimiento con el tratamiento y por otro, que presente variabilidad
entre cepas de Giardia. La persistencia de la enfermedad puede ser ocasionada por
la resistencia del parasito a estos farmacos, en este sentido se han reportado
estudios clinicos y de laboratorio sobre la resistencia de este parasito ante sus
desparasitantes mas comunes, mostrando una inefectividad del 20% algunos casos
(Tejman-Yarden & Eckmann, 2011).

A pesar de que Farthing (1986) menciona que tanto los benzimidazoles como

los nitroimidazoles muestran una buena eficacia en el tratamiento de Giardia, se
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han observado fracasos terapeuticos debido a la presencia de resistencia del
parasito hacia estos compuestos. Se ha descrito una resistencia clinica del 20%
utilizando el metronidazol con tasas de recurrencia del 90%, asi como la creciente
resistencia hacia el albendazol debido al mal uso del farmaco en tratamientos, dosis
bajas o dosis unicas en programas comunitarios para el tratamiento contra parasitos
(Flisser, 2015).

Cuando los trofozoitos se cultivan en concentraciones sub letales con
metronidazol o albendazol para generar resistencia, se puede llegar a presentar una
expresion diferencial o mutaciones en los genes que codifican para las moléculas
de destino de los medicamentos, como en el caso de la resistencia de Giardia hacia
el metronidazol; esto no solo se asocia a una disminucion de la actividad de la
piruvato oxidorreductasa, si no también a una menor expresién de proteinas como
la ferredoxina de 7-kDa (Townson et al., 1992; Liu et al., 2000). En el caso de la
exposicion al albendazol los cambios se podrian asociar en la secuencia de la -
tubulina ademas de demostrar cambios en la estructura del citoesqueleto y cuerpo
medio. (Muller et al., 2007).

Aunque la resistencia hacia los nitroimidazoles en Giardia ha sido estudiada
ampliamente durante las ultimas décadas (Ellis et al., 1993; Harris, 2001), dicha
resistencia ha ido en aumento los ultimos afios. Nabarro y colaboradores (2015)
demostraron que de un 15.1% reportado en el 2008, incrementd a un 40.2% en el
2014. Adicionalmente, se han descrito diversos mecanismos de resistencia, esta
suele estar mediada por cambios en las vias de activaciéon del farmaco y por
mecanismos para mitigar la toxicidad de los radicales nitro del mismo (Ang et al.,
2017; Ansell et al., 2015), ademas de la disminucion de los niveles de piruvato
ferredoxin oxidoreductasa, y nitroreductasa 1 (Nillius et al., 2011) y el incremento de
los niveles de nitroreductasa 2 (Muller et al., 2018), los cuales tienen la capacidad
de reducir el grupo nitro de los nitroimidazoles a una amina no toxica, caracteristica
asociada a la resistencia. No obstante, es importante sefalar que la resistencia de
adherirse a la mucosa intestinal, lo cual puede limitar la aplicacion de los farmacos

en estudios in vitro e in vivo (Tejman-Yarden & Eckmann, 2011), tal como se observé
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en un estudio llevado a cabo por Pélissier y colaboradores (2010) en donde
observaron que la alteracion causada por el metronidazol en la microbiota tiende a
aumentar la poblacién de bifidobacterias y enterobacterias, demostrando a su vez

que esta disbiosis provoque un incremento en la secreciéon de mucinas.

28



Il HIPOTESIS

La frecuencia de Giardia intestinalis en gatos sera mayor al 25% en la ciudad de
Santiago de Querétaro y se encontrara el gonotipo A , siendo el genotipo A el mas

prevalente en la poblacion estudiada.

IV OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la frecuencia de G. intestinalis y el genotipo zoondético presente

en gatos de la ciudad de Santiago de Querétaro.
Objetivos especificos

1. Estimar la frecuencia de Giardia intestinalis en gatos
2. Determinar la presencia de genotipos zoondticos en gatos

3. ldentificar los subgenotipos presentes en gatos
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V MATERIAL Y METODOS
5.1 Lugar y estudio de animales

El presente estudio se realizé en la ciudad de Querétaro, Querétaro, se
obtuvieron un total de 200 muestras fecales de gatos con propietario y sin
propietario procedentes de clinicas privadas y de la unidad de control animal
municipal (UCAM), respectivamente. Las muestras fueron identificadas y se
obtuvieron los siguientes datos: edad, género y consistencia de las heces. Las
muestrasEstas ultimas fueron depositadas en bolsas herméticas y rotuladas con la
informacion del animal, posteriormente fueron trasladadas al laboratorio de
parasitologia de la Universidad Auténoma de Querétaro donde fueron almacenadas
a 4°C para su posterior analisis.

5.2 Técnicas de diagndstico

Las muestras fecales recolectadas fueron analizadas mediante la técnica de
flotacion por sulfato de zinc (técnica de Faust), para confirmar la presencia o

ausencia del protozoario.

5.2.1 Técnica de Faust

De cada muestra fecal se recolectaron 2 gr, los cuales fueron puestos en un
colador, con ayuda de una piseta con agua destilada y un abatelenguas se
homogenizo6 la muestra para después recolectarse en un pequefio recipiente, una
vez homogenizada la muestra se recolectaron 10 ml de la suspension en un tubo
Falcon de 15 mL. Posteriormente se centrifugé la muestra a 1500 rpm por un lapso
de 5 min y se decanto el sobrenadante, se vertido agua destilada hasta alcanzar los
10 ml en el tubo Falcon y se homogenizoé la solucion con ayuda de un vortex, este
procedimiento se repitido al menos tres veces hasta que el liquido sobrenadante se
tornd lo mas claro posible, se decantd por ultima vez el sobrenadante

reemplazandolo con una solucion con sulfato de zinc la cual fue homogenizada por
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ultima vez con ayuda de un vértex y se centrifugd a 1000 rpm por 1 min. Una vez
terminado el proceso se coloco en una rejilla el tubo de ensayo de forma vertical
con la menor manipulacion posible y con ayuda de una pipeta se tomo una gota de
la superficie de la muestra la quecual fue colocada en una laminilla con una gota de
lugol para posteriormente colocar un cubreobjetos y analizarla en el microscopio
(Dreyden et al., 2006).

Figura 7. Quistes de Giardia 40x, técnica de Faust.

5.2.2 Pool de muestras

Una vez identificadas las muestras positivas por microscopia, se hicieron
siete pools, cada pool constaba de cuatro muestras con el fin de obtener un minimo
de 5 g de heces, que son necesarios para la concentracion de quistes con el método
de gradiente de sacarosa (Minvielle et al., 2008), esta técnica fue necesaria debido
a la necesidad de obtener un numero suficiente de quistes con el fin de realizar una

extraccion optima de ADN (Babaei et al., 2011)
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5.2.3 Técnica de concentracion de quistes por medio de colchdon de sacarosa

Esta técnica nos posibilita obtener una concentracidn mayor de quistes
debido a la densidad de la solucion de sacarosa. Se homogenizé la materia fecal
con ayuda de una piseta con agua destilada y se filtr6 a través de un colador, de la
muestra filtrada se recolect6é 1 ml en un tubo Falcon de 15 mL y se agregaran 9 mL
de PBS para posteriormente centrifugar a 200 g por 5 minutos. Se; se descart6 el
sobrenadante y se repitio el procedimiento una vez mas. Se agregaron 4 mlde PBS
y se homogenizo en vortex por 15 s, para después se agregaron 4 ml de la solucion
de azucar saturada por las paredes del tubo hasta formar dos fases, centrifugar la
solucion a 200 g por 5 minutos y recolectar la fase de sacarosa en un nuevo tubo
Falcon de 15 ml, con ayuda de una pipeta Pasteur. Se agregaron 2 volumenes de
PBS y; posteriormente se centrifugd a 250 g por 10 minutos, para finalmente
descartarse descart6 el sobrenadante para re-suspender el pellet en 500 ul de PBS
estéril. Esta; esta concentracién se conservo a 4° para la posterior extraccion de
ADN (Minvielle et al., 2008).

Figura 8. Quistes de Giardia 40x, colchén de sacarosa.)
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5.2.3 Técnica de purificacion de quistes (Técnica de ShaeterSheater)

Se homogenizaron 5 gr de materia fecal con ayuda de una piseta con agua
destilada y se filtré a través de un colador, posteriormente en un tubo nuevo de 15
ml se afiadieron 4 ml de la solucién | (amortiguador de fosfatos); posteriormente con
ayuda de una jeringa se anadieron 2 ml de la solucién |l (sheater) por las paredes
del tubo cuidando de no mezclar ambas fases, se afadid 1 ml de la muestra
previamente filtrada al tubo con las dos fases cuidando de no mezclar los gradientes
para después centrifugar a 2500 rpm por 25 minutos. Se recolecto la fase media en
un nuevo tubo con una pipeta Pasteur y se llené el tubo con agua destilada
homogenizando la solucion en vortex durante 15 s, seguido de esto se centrifugd a
2500 rpm por 5 min y se descarto el sobrenadante, repitiendo este proceso dos
veces mas, finalmente el pellet se resuspendié en 1 ml de PBS estéril y se conservo

la purificacidén para su posterior uso.

Todas las muestras se usaron en su totalidad, los sobrenadantes que quedaron de
las m