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RESUMEN

Giardia intestinalis es un protozoario de distribuciéon mundial, capaz de infectar gran
namero de especies, incluidos humanos y animales domésticos. Posee ocho grupos
genéticos o ensamblajes, morfolégicamente iguales, pero genéticamente diferentes,
siendo A y B los considerados zoonoticos. Los perros pueden representar un riesgo
en la salud publica debido a la infeccion cruzada por ensamblajes zoondticos, sin
embargo, no se cuenta informacion sobre su prevalencia y frecuencia de dichos
ensamblajes en perros del centro de México, por lo que el objetivo de este trabajo
es conocer esta informacion. Para lo que se colectaron 402 muestras de heces de
perros procedentes de distintas poblaciones, se -diagnosticaron por examen
coproparasitoscopico de flotacion, obteniendo una prevalencia del 25%. Se
concentraron los quistes de 28 muestras y se les extrajo DNA, por ultimo, se
amplifico por PCR el gen B-Giardin en 24 de ellas y se diferenciaron ensamblajes
por medio de RFLP con las enzimas Hae Ill y Hha I. El Unico ensamblaje presente
fue el A, detectado en el 100% de las muestras, siendo el 83% Al y el 17% All. Por
lo tanto, los perros en el centro de México representan un riesgo en la transmision
zoonGtica de este parasito, acentuando la importancia de controlar esta enfermedad

en dicha especie.



ABSTRACT

Giardia intestinalis is a protozoan of worldwide distribution capable of infecting a
large number of species, including humans and domestic animals. Dogs represent
a risk to public health due to cross-infections by the zoonotic assemblages. However,
there is no information concerning the prevalence and frequency of this parasite and
its assemblages in dogs of the Central Region of Mexico, so this study aims to reveal
this information. A total of 402 feces samples from dogs of different settings (shelter,
breeding establishments, domestic and stray) were obtained and direct
coproparasitoscopic examination by flotation revealed a prevalence of 25%. PCR
was performed for amplification of the B-Giardin gene; to-which 24 samples were
positive. Assemblages were obtained through RFLP analysis, using enzymes Hae
[l and Hha I. All of the 24 samples were genotyped as assemblage A, with 83% as
Al and 17% as All. Thus, these findings confirm that dogs in the central region of
Mexico are a risk for zoonotic transmission of this parasite, emphasizing the

importance of a much needed control of the disease in this species.
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l. INTRODUCCION

Giardia intestinalis (Giardia duodenalis o Giardia lamblia) es un protozoo
flagelado distribuido en todo el mundo, causante de enfermedad gastrointestinal.en
diferentes especies, incluida el humano, animales de granja y domésticos (Scorza
and Lappin, 2004; Abe et al., 2005; Thompson, 2008). Este parasito para poder
sobrevivir e infectar otros huéspedes produce quistes, excretados en heces,
iniciando la infeccion al ser ingeridos por otro hospedador. El ‘medio acido del
estdmago y las sales biliares del intestino delgado, inducen la liberacién de los
trofozoitos contenidos en los quistes, adhiriéndose a la mucosa del intestino
delgado, colonizandolo y multiplicAndose por fision binaria asexual; a su paso por el
intestino, debido a cambios en el pH y enzimas digestivas, se vuelven a enquistar,
pasando a heces y siendo infectivos nuevamente. La transmision es oro-fecal y los
quistes son capaces de sobrevivir en el ambiente, de uno a dos meses en agua
(OPS, 2003; Traub et al., 2005; Escobedo et al., 2007).

En humanos, los grupos con mayor susceptibilidad son los nifios, mujeres
embarazadas y personas con enfermedades inmunosupresoras; se calcula que en
paises en desarrollo alrededor de 200 millones de personas presentan giardiasis
cada afo, de los cuales 58 millones son nifios (Thompson, 2008). Posee ocho
grupos genéticos. o ensamblajes (A-H), distribuidos en diferentes especies,
morfolégicamente iguales pero genéticamente diferentes, por lo que su
diferenciacion es por medios moleculares basados en reaccién en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), en conjunto con técnicas enzimaticas de digestion
(RFLP) y secuenciacion (Abe et al., 2005; Souza et al., 2007; Feng and Xiao, 2011).

En México, la frecuencia de esta parasitosis es del 19% en humanos,
presentandose principalmente en nifios en edad preescolar y escolar (Vazquez-
Tsuji and Campos-Rivera, 2009). En perros, la prevalencia mundial estimada es del
15.2% (Bouzid et al., 2015), mientras que en México es mayor del 42% (Ponce-

Macotela et al., 2005) y los principales ensamblajes reportados en humanos y en
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perros son Al y All (Cedillo-Rivera et al., 2003; Eligio-Garcia et al., 2008). Lo que
ocasiona que la transmision zoondtica en México sea un problema real de salud
publica, principalmente asociado a factores socio culturales y condiciones sanitarias
(Eligio-Garcia et al., 2005). Sin embargo, Feng y Xiao (2011) mencionan que los
ensamblajes predominantes son los propios de la especie son C y D. No obstante,
existen reportes en Espafia y China de humanos infectados con el ensamblaje C,
considerado especifico de perros, o que acentia el rol de los perros en la
transmision de esta parasitosis a humanos (Liu et al., 2014; Strkolcova et al., 2015).
Por lo que, los perros representan un riesgo para la salud publica, debido a una alta
prevalencia de ensamblajes zoondticos (Ponce-Macotela et al., 2005; Eligio-Garcia
et al., 2008; Dado et al., 2012). No obstante, no existe informacion en el centro de
México sobre las prevalencias de este parasito, asi como en las diferentes
poblaciones en las que podemos encontrar 0 convivir con caninos. Por lo tanto, se
planted este trabajo con el objetivo de conocer la prevalencia de la enfermedad y la
frecuencia con que se presentan los ensamblajes zoondticos y asi determinar el

riesgo para la poblacién humana por la transmision cruzada.



Il ANTECEDENTES

2.1. Giardia intestinalis

2.1.1. Historia

Descrito por primera vez por Antony van Leeuwenhoek en 1681,quien lo
descubrio al observar una muestra de sus heces diarreicas, relatando su descripcion
en una carta, donde menciono la observacion de “animalitos” que se movian, del
tamafio de globulos rojos y provistos de pequenas “patitas”. El siguiente investigador
en describir este parasito fue Vilem Dusan Lambl en 1859, quien lo nombro
Cercomonas intestinalis, en 1888 Raphael Anatole- Emile Blanchard lo llamé
Lamblia intestinalis. Fue hasta 1902 cuando el parasitdlogo Charles Wardell
empez06 a sospechar que este parasito podia estar relacionado con enfermedades
diarreicas (Cox, 2002). Posteriormente, durante la primer guerra mundial se observé
gue varios soldados presentaban diarreas, al analizar las heces encontraron Giardia
como uno de los agentes causales'y que al administrar heces de estos pacientes a
animales de laboratorio, estos también presentaban diarrea (Fantham and Porter,
1916).

En 1915 Charles Wardell Stiles nombré a este parasito Giardia lamblia,
como reconocimiento a los trabajos realizados por el profesor A. Giard en Paris y el
Dr. Lambl en Praga, nombre con el que hasta la fecha es conocido. Por su parte,
Dobell'en 1921 sugiri6 que se trataba de un agente patégeno y en 1932 concluyo
que_la descripcion realizada por Leeuwenhoek correspondia a la forma vegetativa
del parasito, conocida como trofozoito (Cox, 2002; Ford, 2005). En 1926 en Londres
el médico Reginald Miller demostré que de los nifios infectados con este protozoario,
algunos presentaban malabsorcibn mientras que otros eran portadores
asintomaticos (Miller, 1926). En 1952 los aislados de Giardia provenientes de un
gran numero de mamiferos fueron agrupados por Filice como una misma especie,

debido a que su morfologia era muy similar, demominandola Giardia duodenalis.



A finales de los 70’s, varios investigadores asociaron la homosexualidad
como un factor de riesgo alto para presentar la enfermedad (Meyers et al., 1977;
Schmerin et al., 1978). Sin embargo, a pesar de ser descrito por primera vez en
1681, fue mas de 300 afios después que la patogenicidad en humanos se establecio
formalmente al cumplirse los postulados de Koch en el estudio realizado por Nash
et al., en 1987.

2.1.2. Generalidades.

Giardia intestinalis (Giardia duodenalis o Giardia lamblia) es un protozoo
flagelado perteneciente a la clase Zoomastigophorea y al orden Diplomonadida,
presenta una distribucibn mundial, siendo el protozoario mayormente involucrado
con enfermedad gastrointestinal en un gran ndmero de especies, incluida el
humano, animales de granja y domésticas (Scorza and Lappin, 2004; Abe et al.,
2005; Thompson, 2008).

Este parasito presenta dos estadios, el vegetativo conocido como trofozoito
y la forma infectiva conocida como quiste. Los trofozoitos miden de 12 a 15 ym de
largo y de 5 a 9 ym de ancho, poseen dos nucleos (cada uno con el genoma
completo), cuatro pares de flagelos responsables de la movilidad, un cuerpo medio
y un disco ventral importante en la fusion a la pared intestinal debido a la presencia
de proteinas especificas (actinina, miocina, tropomicina y lectinas) (Farthing et al.,
1986; Adam, 2001; Yu et al., 2002), el cual se puede observar en la figura 1.



Figura 1. Microscopia electronica de barrido de un trofozoito de G. intestinalis, donde
se puede observar las siguientes estructuras: flagelos anteriores (A), flagelos
ventrales (V), flagelos postero-laterales (PL), flagelos caudales (C) y disco ventral
(VD) (Machado et al., 2011).

El quiste tiene un diametro de 7 a 10 ym, contiene cuatro nucleos y esta
cubierto de una membrana de 0.3 a 0.5 ym de grosor, constituida en un 60% de
carbohidratos y.un 40% de proteinas, compuesta a su vez de una cubierta
filamentosa (externa) y una membranosa (interna) (Adam, 2001; Ankarklev et al.,
2010). Debido a esta cubierta, los quistes son resistentes a varios desinfectantes y
pueden sobrevivir en el ambiente por largos periodos, principalmente en ambientes
frios y himedos, son susceptibles a la desecacién y a la luz solar directa. Los
quistes pueden sobrevivir en agua de la llave de dos semanas a dos meses
dependiendo de la temperatura, en lagos por un mes, en rios hasta tres meses y en
mares mas de dos meses a 4°C. Mientras que en tierra, estiércol y heces humanas,

son viables alrededor de 49 dias a 4°C, disminuyendo su viabilidad a 7 dias si la



temperatura aumenta (25°C) (Ali and Hill, 2003; CFSPH, 2012). En la figura 2 se
puede observar una fotografia de dominio publico tomada por microscopia

electronica.

1 micron
EmEmbCieneemey

Figura 2. Miscroscopia electrénica de barrido de un quiste de G. intestinalis.

Este protozoario ha evolucionado de tal manera que cuenta con dos
mecanismos de adaptacion para sobrevivir dentro y fuera del intestino del huésped,
uno de ellos, como se mencioné en el parrafo anterior, es el enquistamiento, cuya
funcion es darle la capacidad al parasito de sobrevivir fuera del huésped y asi
garantizar la infeccion de huéspedes susceptibles. El otro mecanismo evolutivo con
el que cuenta este protozoario es la variacion antigénica, definida como el cambio
continuo_de antigenos presentados en la superficie, lo que le ayuda a evadir la
respuesta inmune por parte del huésped (Lujan et al., 1997; Nash, 2002).

2.1.3. Diversidad Genética

Los primeros estudios genéticos detallados de Giardia identifican un cierto
namero de genotipos, los cuales se demostraron mediante analisis de
agrupamientos (Meloni et al., 1988; Andrews et al., 1989). El analisis detallado de

las cepas en humanos demostro un alto grado de diversidad genética, de los cuales

6



se formaron dos grandes grupos o ensamblajes, definidos como A y B, cada uno
constituido por grupos de genotipos relacionados, separados por distancias
genéticas de la magnitud de las que separan a G. duodenalis y G. muris (Mayrhofer
et al.,, 1995; Ey et al., 1997). Con base en esto es inapropiado referirse a los
ensamblajes como genotipos, ya que da una falsa percepcion de homogeneidad
dentro de los grupos, a pesar de que existen diferencias entre ellos, las cuales
pueden ser suficientes para reconocerlos como especies diferentes (Thompson and
Monis, 2012).

Con base en andlisis de aloenzimas y secuencias de DNA, se ha propuesto
una nomenclatura para referirse a los diferentes ensamblajes que se han descrito
de este parasito (Monis et al., 1999; Monis et al., 2003), los cuales se muestran en

la figura 3.
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Figura 3. Relacion filogenética de Giardia spp., huéspedes afectados y posibles
ciclos de infeccion (Thompson and Monis, 2012).
La nomenclatura sugerida por Thompson and Monis en 2012 (figura 3), es

nombrar a los ensamblajes zoonéticos como G. duodenalis (ensamblaje A) y G.
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entérica (ensamblaje B), y nombrar a los ensamblajes propios de especie acorde a
su huésped final (p.e. G. bovis al E y G. cati al F), sin embargo, no ha sido aceptada
para ser utilizada, por lo que hasta el momento esté establecido que G. intestinalis
posee ocho grupos genéticos o ensamblajes (A-H), morfolégicamente iguales pero
genéticamente diferentes, distribuidos en diferentes especies y solo pueden ser
diferenciados por medio de procedimientos basados en reaccioén en cadena de la
polimerasa (PCR), en conjunto con técnicas enzimaticas (RFLP) de diferentes
genes (gdh, tpi, B-Giardin, etc.) y secuenciacion (Abe et al., 2005; Souza et al., 2007;
Feng and Xiao, 2011). Los diferentes ensamblajes se encuentran distribuidos dentro
de las diferentes especies de la siguiente manera: el ensamblaje A puede infectar a
humanos, primates no humanos, ganados, caballos, perros, gatos, cerdos,
venados, alces y hurones; el B a humanos, primates no humanos, ganado, caballos,
perros, coyotes, castores, ratas almizcleras, conejos y borregos; los ensamblajes C
y D a perros, gatos, coyotes y lobos; el E a borregos, cabras, vacas, cabras, bufalos
y cerdos; el F es propio de gatos, el G de ratas y el H de vertebrados marinos. Por
lo tanto los ensamblajes A y B son- considerados zoonéticos (Abe et al., 2005;

Caccio and Ryan, 2008; Caccio and Sprong, 2010).
2.1.4. Ciclo de Vida

El parasito produce quistes, excretados en heces, iniciando la infeccién
cuando son ingeridos por otro hospedador, tal como se puede observar en la figura
4. El medio acido del estbmago vy sales biliares del intestino delgado, son los
responsables de la liberacion 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 accién de enzimas digestivas, pasando a heces y siendo

infectivos nuevamente (Traub et al., 2005; Escobedo et al., 2007).
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Figura 4. Ciclo de vida de Giardia intestinalis (Veyna, 2017).

El quiste maduro contiene cuatro nucleos con una ploidia total de 16N (4 X
4N), esto se debe a que durante la ultima fase del enquistamiento hay division del
ndcleo pero no citoquinesis. La citoquinesis ocurre cuando se lleva a cabo el
desenquiste, generando dos trofozoitos, cada uno con una ploidia de 8N (2 x 4N),
a esto le sigue una division celular completa generando cuatro trofozoitos con una
plodia de 4N (2 x 2N) (Bernander et al., 2001). Estos trofozoitos poseen dos nucleos
diploides (2 x 2N), los dos nucleos poseen la misma informacion genética, son
transcripcionalmente activos, se dividen al mismo tiempo y son divididos

equitativamente durante la citoquinesis (Ghosh et al., 2001; Yu et al., 2002).

A raiz de la investigacion de varios autores, ha surgido un debate en
relacion a como se lleva a cabo la divisibn en Giardia, existen propuestas de
mecanismos no convencionales de segregacion cromosomica, incluyendo el papel
de organelos microtubulares no fusiformes en la division celular, tales como el disco
ventral y los cuerpos basales (Solari et al.,, 2003; Benchimol, 2004a), o de la
presencia de multiples planos de division (Ghosh et al.,, 2001; Yu et al., 2002;
Benchimol, 2004b). Sin embargo, Sagolla et al. 2006 con base a marcadores

moleculares y andlisis tridimensional, ha propuesto que la divisién es por una mitosis
10



semi-abierta, debido a la presencia de microtubulos y por tanto de huso. Los autores
mencionan que la division inicia con la profase donde se condensa la cromatina,
seguido del alineamiento de cromosomas en el centro del huso para posteriormente
migrar a los polos, la separacion de los polos del huso y la duplicacion de otras
estructuras celulares antes de que se lleve a cabo la citoquinesis. La mitosis semi-
abierta es debido a que los microtubulos de los dos husos extranucleares penetran
el nicleo a través de aberturas en los polos de la envoltura nuclear, interactuando
con la cromatina a través de la membrana nuclear. Otra de las.observaciones
hechas por estos autores fue la presencia de cinetocoro y su.participacion en la
segregacion de los cromosomas, también proponen que los cuerpos basales actian
como centromeros ayudando en este proceso. Por otro lado, Sagolla et al. en 2006
propone que los nucleos migran durante la profase y después ocurre la division de
izquierda a derecha a lo largo del eje, posterior a esto, los nucleos permanecen
separados y no existe intercambio de informacion genética, y por ultimo se lleva a
cabo la citoquinesis en el eje longitudinal y por tanto perpendicular al eje donde se
llevo a cabo la division nuclear, esto se contrapone a las multiples teorias de division

propuestas por Benchimol en 2004a.

Otra de las controversias que se han generado en cuanto a la divisién de
este parasito, es si'se da con trofozoitos “libres” o adheridos, Timova et al., en 2007
observé que el proceso de division se lleva a cabo en ambas fases, mientras los
trofozoitos nada libremente y mientas estan adheridos a la mucosa, por otro lado,
Benchimol en 2004a en su investigacion afirma que la mitosis inicia en células que
no estan adheridas. En los estudios realizados por Tumova et al.,, en 2007
observaron que la mitosis finaliza antes de que termine la primera fase de adhesion
del trofozoito, y que esta primera fase de adhesion es de suma importancia ya que
es donde se lleva a cabo la reorganizacion de los flagelos y el desarrollo del disco
adhesivo de las células hijas. Por otro lado, al final de la citoquinesis, los trofozoitos

“‘hermanos” se encuentran unidos mientras nadan y cuando se adhieren se separan.
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Al no presentar division sexual, se espera que no exista heterocigosidad,
sin embargo se presenta en el 0.01% del genoma de Giardia, lo cual Poxleitner et
al., en 2008 lo atribuye a cariogamia en los quistes y cambio de material genético
entre el nucleo. Sin embargo, a pesar de que por mucho tiempo se ha establecido
que la divisiébn de este parasito es de forma asexual, existen estudios donde se
menciona que tiene la capacidad de reproducirse sexualmente y han sido
identificados genes involucrados en meiosis, sin embargo, la recombinacién es poco
frecuente por lo que no provoca un impacto a nivel epidemiolégico ni en las
caracteristicas genéticas que afecten en la infeccion a sus huéspedes (Ramesh et
al., 2005; Cooper et al., 2007).

La ultima fase es el enquistamiento del trofozoito, el tiempo que pasa entre
la infeccién y la eliminacion de quistes, es conocida como periodo prepatente, el
cual es muy variable, puede ser muy corto, eliminando quiste a los tres dias, o de
hasta tres semanas después de haberse infectado con el parasito (Thompson et al.,
2008). Al disminuir el colesterol intestinal, altera la fluidez en las membranas de los
trofozoitos, que pueden modificar la actividad de las enzimas ancladas a la
membrana, desencadenando la transduccion de sefiales que activan la
transcripcion de genes especificos para el enquistamiento (Carranza and Lujan,
2010). La eliminacion de quistes es intermitente tanto en humanos como en
animales, y los quistes son capaces de resistir hasta dos meses si las condiciones
del ambiente lo permiten, por lo tanto, el enquistamiento es considerado el mayor
factor de virulencia, ya que gracias a este proceso, el parasito puede sobrevivir fuera
del huésped y este estadio es vital para poder infectar nuevos hospederos
(Thompson and Smith, 2011; Thompson and Monis, 2012). La transmision es oro-
fecal, siendo necesarios de 10 a 100 quistes para genera una infeccion, la infeccion
se puede dar por contacto persona-persona, animal-persona y animal-animal. Los
guistes son capaces de sobrevivir en el ambiente, alrededor de dos meses en agua
a 8°Cyunmesa21°C, siendo sensibles a la desecacion, congelamiento y luz solar,
pudiendo permanecer meses en el ambiente, contaminando agua potable y
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alimentos (OPS, 2003; Traub et al., 2005; Escobedo et al., 2007; Karanis et al.,
2007; Smith et al., 2007).

2.1.5. Epidemiologia.
2.1.5.1. Prevalencia en Humanos

La prevalencia mundial de Giardia en humanos es muy variable, en paises
industrializados varia entre 2 'y 4%, y en paises en desarrollo puede llegar a ser del
60%, mientras que en México, la frecuencia de esta parasitosis es del 19%. Segun
reporte de la Organizacion Mundial de Salud, alrededor de 200 millones de personas
estan infectadas con este parasito en paises de Asia, Africa'y América Latina, con
una mortalidad estimada de 500,000 personas (Balderrama-Carmona et al.; Ali and
Hill, 2003; Thompson, 2008; Vazquez-Tsuji and Campos-Rivera, 2009).

Los grupos con mayor susceptibilidad son los nifios, mujeres embarazadas
y personas con enfermedades inmunosupresoras; se calcula que al afo se
presentan alrededor de 300 millones de casos en todo el mundo, de los cuales
alrededor de 200 millones se da en paises en desarrollo, siendo mas de 58 millones
de casos reportados en nifios (Lane and Lloyd, 2002; Thompson, 2008). En el caso
de los de perros, los grupos mas vulnerables son los perros jévenes y animales que
viven en poblaciones con alta densidad, tales como criaderos o refugios, asi como
perros que cursen con alguna otra enfermedad o que estén sometidos a estrés
(Tysnes et al., 2014).

Es importante conocer la variedad de especies que puede afectar este
parasito asi como la distribucién de sus diferentes grupos genéticos, gracias a esto
podremos conocer su potencial zoonético y el impacto que tienen las infecciones en
animales domeésticos en la trasmision al humano (Thompson, 2008). Una de las
fuentes de transmision mas importante es por consumo de agua potable
contaminada con el parasito, dicha contaminacioén fue asociada en gran parte al
ganado infectado, pero en la actualidad se sabe que la contaminacion mas probable
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es debido a desechos humanos que contaminan aguas cloacales (Thompson et al.,
2008).

Existen reportes de epidemias de giardiasis en Estados Unidos, los cuales
fueron atribuidos a contaminacion del abastecimiento de agua potable, una de ellas
se reportd en Nueva York en 1974, donde el 10.4% de la poblacion fue positiva a
este parasito. Mientras que entre 1993 y 1994 se presentd en este mismo pais una
gran epidemia de enfermedades transmitidas por agua de bebida o de uso
recreativo, en donde Giardia fue el patdgeno mas comun, siendo responsable del
40% de los casos (OPS, 2003). Hunter en 1997, realiza un libro donde analiza los
casos de epidemias diarreicas donde se vio involucrado este protozoario,
encontrandose principalmente problemas que van desde la sanitizacién de fuentes
de agua potable, acinamiento, falta de habitos de higiene (no contar con letrinas),
grado de escolaridad bajo (principalmente relacionado a pocos o escasos habitos
de higiene), viajes a paises subdesarrollados, convivencia con gran numero de

animales, etc (Lujan, 2006).

Estudios que mencionan que en paises donde la giardiasis humana es
endémica, existe una alta prevalencia de pacientes excretando altas cantidades de
cistos sin presentar signos clinicos, siendo mas comun encontrar al parasito en
nifios sin diarrea-que en nifios con diarrea, mientras que en otros estudios se
menciona que el presentar cistos en heces esta altamente ligado a la presencia de
signos clinicos (OPS, 2003; Tysnes et al., 2014).

2.1.5.2. Prevalencia y Potencial Zoonético en Perros

En perros, la prevalencia mundial estimada es del 15.2% (Bouzid et al.,
2015), mientras que en México es mayor del 42% (Ponce-Macotela et al., 2005) y
los principales ensamblajes reportados en humanos y en perros son Al y All
(Cedillo-Rivera et al., 2003; Eligio-Garcia et al., 2008). Lo que ocasiona que la
transmision zoonética en México sea un problema real de salud publica,
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principalmente asociado a factores socio culturales y condiciones sanitarias (Eligio-
Garcia et al., 2005).

En el caso de perros se encuentra mucha informacion a lo largo del mundo,
por lo mismo, existe gran controversia sobre si son una fuente importante de
infeccion, a pesar de que la mayor cantidad de casos de perros infectados son con
ensamblajes propias de la especie (C y D) (Feng and Xiao, 2011), existen
investigaciones que afirman que el riesgo es alto debido a altas prevalencias de
ensamblajes zoondéticos en esta especie , tal es el caso de Dado et al., en 2012
quienes realizaron el estudio en Espafia y reportan un 88% de presencia de
ensamblajes zoondticos, siendo el B el de mayor proporcion (73%). Otros autores
mencionan el riesgo aunque sus prevalencia reportadas sean bajas, como en el
caso de Uehlinger et al., en 2013 quienes reportaron que el 16% de perros
infectados con G. intestinalis corresponde a ensamblajes zoondticos, mientras que
en Canada Mcdowall et al., en 2011 reportan que solo el 1% de los perros que

analizaron corresponde al ensamblaje B.

Sin embargo, hay.investigaciones donde se pone en duda el riesgo de
infeccion a los humanos a través de los perros, ya que aunque el parasito estuvo
presente en heces, no fueron detectados ensamblajes zoonaticos, como es el caso
de Szénasi et al., en 2007 en un estudio realizado en Hungria donde solo
identificaron ensamblajes C y D, asi como el estudio realizado en una zona
endémica de Pera por Cooper et al., en 2010 donde de igual manera solo reportan

ensamblajes C y D y solo una infeccion mixta con B/D.

No obstante, existen reportes en Espafia y China de humanos infectados
con el ensamblaje C, considerado especifico de perros, lo que acentua el rol de los
perros en la transmision de esta parasitosis a humanos (Liu et al., 2014; Strkolcova
et al., 2015). Por lo que, los perros representan un riesgo para la salud publica,
debido a una alta prevalencia de ensamblajes zoonoéticos (Ponce-Macotela et al.,

2005; Eligio-Garcia et al., 2008; Dado et al., 2012).
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2.1.5.3. Potencial Zoonético en Diferentes Especies Domésticas

Giangaspero et al. en 2007 realizaron una revision donde compilaron varias
investigaciones realizadas en Italia, donde mencionan que en varias especies
animales se han reportado ensamblajes zoon6ticos, en perros, gatos, conejos'y
animales silvestres estuvo presente el genotipo A, mientras que en becerros y

borregos Ay B.

Referente a animales de granja, estudios realizados en India y Canadé con
ganado lechero, reportan la presencia del ensamblaje A, siendo el ensamblaje
propio de la especie (E) el de mayor prevalencia (Appelbee et al., 2003; Khan et al.,
2011), mientras que en Japon en un estudio realizado en becerros no reportan la
presencia de ensamblajes zoonéticos (Matsubayashi et al., 2005). En México una
investigacibn en becerros demostré6 la presencia de ensamblaje A y B,
predominando el E (Cruz-Gomez, 2013), mientras que en otro estudio realizado con
borregos y bovinos de traspatio, se reporto la presencia de los ensamblajes Al y B

en ambas especies (Otero-Negrete et al., 2011).

En gatos la prevalencia de ensamblajes zoondticos reportada en Canada
por Mcdowall et al., en 2011 fue del 100% los cuales corresponden a los genotipos
Ay B, en ltalia-el 100% de las muestras fueron zoondticas pero pertenecientes al
genotipo A (Papini et al.,, 2007), otros estudios realizados en Europa, Brasil y
Estados Unidos reportan que es mas frecuente encontrar el ensamblaje E propio
de la especie, y que el ensamblaje zoondtico presente fue el A (Souza et al., 2007;

Vasilopulos et al., 2007; Sprong et al., 2009a).

La transmision entre animales y humanos de este pardsito ha sido
documentado en gran variedad de investigaciones, ya que muchas especies
animales pueden verse afectadas por los genotipos considerados zoonoticos, el
brote mas extenso de Giardia en humanos atribuido a una fuente animal ocurrioé en
1976 en Camas, Washington, donde se comprobaron 128 casos y al no lograr
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establecer una contaminacion debido a humanos, se investigé la procedencia de la
infeccion, encontrandose varios castores infectados que vivian a las riberas de los
arroyos que eran la fuente de agua para dicha poblacion. Otro dato histérico
importante, fue el registrado en 1978 en un zoolégico de Estados Unidos, donde 6
primates y 3 mujeres del personal se infectaron a partir de un gibén infectado (OPS,
2003).

Existen investigaciones en Estados Unidos, Canada y Reino Unido donde
no reportan como factor de riesgo para presentar giardiasis el estar en contacto con
animales, ya sean de granja o de compafiia (Xiao and Fayer, 2008), mientras que
hay alguna otras donde si lo atribuyen, uno de estos fue realizado en Nueva
Zelanda, donde se menciona que existe un mayor riesgo de contraer el parasito si
existe contacto con animales de granja, no asi en el caso de tener mascotas como
es el caso de perros y gatos (Hoque et al., 2002), mientras que en Inglaterra
encontraron una asociacion entre la presentacion de giardiasis y el tener contacto
con cerdos, perros y gatos (Xiao and Fayer, 2008), por dltimo en un estudio
realizado en Reino Unido reportan que el estar en contacto con especies como
perros, gatos, caballos, vacas y borregos no significa un mayor riesgo de contagio
(Stuart et al., 2003). Una de la especies que mas ha sido asociada a la transmision
de este protozoario es el castor, el cual al vivir en lagos tiende a contaminar el

abastecimiento de agua que los humanos utilizan (Feng and Xiao, 2011).

2.1.6. = Patogenia.

Durante la primer division celular del excizoito poseen cuatro restos de
discos, los cuales se reensamblan para formar dos nuevos discos, lo que permite a
los trofozoitos atacar rapidamente (Palm et al., 2005). Sin embargo los excizoitos
necesitan una alternativa para poder afectar al huésped, debido a que carece de un
disco funcional, uno de estos mecanismos es la proteina giardina a-1, localizada en
la superficie del excizoito, siendo una de las proteinas inmunodominantes del

parasito (Palm et al., 2003; Weiland et al., 2005) . Dicha proteina pertenece a una
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familia de genes especificos de Giardia relacionados a la anexinas, los cuales
reaccionan a anticuerpos monoclonales elevados contra las lectinas del parasito.
Las lectinas tienen importancia en el ataque por los trofozoitos y por provocar
acortamiento de las microvellosidades, lo que genera una disminucién en la
actividad de las disacaridasas intestinales, pero un aumento en la cantidad lo que
puede provocar diarrea osmaotica (Buret et al., 1990; Palm et al., 2003; Weiland et
al., 2005).

Una vez colonizado el intestino, los trofozoitos se dividen rapidamente,
formando una barrera fisica entre los enterocitos y el lumen intestinal, interfiriendo
con la absorcion de nutrientes. Este proceso produce un dafio en el enterocito,
atrofia en las vellosidades, hiperplasia de las criptas e hiperpermeabilidad intestinal
(Buret et al., 1992; Chin et al., 2002; Dagci et al., 2002).

Experimentos in vitro indican que Giardia intestinalis causa un
reordenamientos de las actinas F y a en las células del duodeno en humanos,
provocando una reduccion de la resistencia eléctrica transepitelial (Teoh et al.,
2000). De igual manera, se ha comprobado en experimentos in vitro e in vivo que
dicho protozoario induce la apoptosis en células intestinales y la ruptura de las
uniones estrechas de las monocapas intestinales, 1o que provoca un incremento de
permeabilidad intestinal, este aumento en la permeabilidad permite el paso de
macromoléculas 'y electrolitos hacia la submucosa, este flujo paracelular de
nutrientes 'y electrolitos contribuye a una malabsorcion (Chin et al., 2002;
Solaymani-Mohammadi and Singer, 2010). Este parasito también es capaz de
interrumpir la actinina a en el enterocito, que es un componente del anillo de
actomiosina encargado de regular el flujo paracelular a través del epitelio intestinal
(Teoh et al., 2000). Otro de los factores involucrado en la desorganizacion de la
funcién en la barrera intestinal, es la afectacion de las claudinas epiteliales, que son
proteinas encargadas de “sellar” las uniones estrechas del intestino (Troeger et al.,
2007).
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2.1.6.1. Diferencias Moleculares de los Ensamblajes Zoondéticos Asociadas a

la Patogenia

Una de las diferencias entre el ensamblaje B y ensamblaje A, es el
contenido de G+C, siendo menor en el B, esto fue atribuido a secuencias
imperfectas obtenidas de las muestras analizadas, por lo que se necesitan mas
estudios para aclarar esta informacion (Jerlstrom-Hultgvist et al., 2010b). Entre
estas dos especies existe una gran cantidad de genes conservados, con una
similitud del 91% en su genoma (4, 557 genes iguales), las diferencias que se
encontraron fueron en familias de genes especificos de Giardia, asi como un gran
namero de reordenamientos de sus cromosomas, incluso entre cromosomas

diferentes (Jerlstrom-Hultqvist et al., 2010a).

Franzén et al., en 2009 comparo las secuencias de los genomas de estas
dos especies encontrando que tienen una similitud nucleotidica del 77% y el 78%
de igualdad en aminoacidos, siendo. el repertorio de genes que codifican para
proteinas variables de superficie (VSP) en donde mas diferencias se obtuvieron, asi
como en enzimas involucradas en la sintesis de las paredes de los quistes. Estas
diferencias encontradas en su genoma comprueban que se trata de dos especies
diferentes y ayuda para explica las diferencias clinicas que se presentan en la

infeccion por estas dos especies, asi como los huéspedes que infectan.

Una de las diferencias entre las dos especies zoonéticas es que el
ensamblaje A a diferencia del B, presenta una secuencia promotora que regula el
enquistamiento, lo cual puede explicar la razon por la que B muestra un
enquistamiento menor en cultivos in vitro (Franzén et al., 2009). Como se menciono,
otra de las grandes diferencias entre estas especies, es el repertorio de genes de
VSP que contienen, por un lado se obtuvo que el ensamblaje B contiene alrededor
de 150 genes, mientras que el A cuenta aproximadamente con 270-303 genes,
estas diferencias pueden explicar las distintas presentaciones clinicas que producen

estas especies, asi como a los huéspedes susceptibles de infectarse con ellas,
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siendo el A el mas asociado a infecciones de curso agudo, asi como en el
ensamblaje méas localizado en diferentes mamiferos, mientras que B es mas
asociado a infecciones cronicas (Nash and Mowatt, 1992; Franzén et al., 2009;
Jerlstrom-Hultgvist et al., 2010b).

Otra de las diferencias entre los ensamblajes zoondticos, es que A cuenta
con una proteina alfa 2 giardin, ausente en el ensamblaje B, esta proteina es una
proteina prominente del citoesqueleto del disco ventral con el que se adhiere a las
células intestinales, por lo tanto, es otro de los factores que-ayuda a entender el
mecanismo de accion diferente de estas dos especies (Steuart et al., 2008).

2.1.7. Respuesta del Sistema Inmune

La mucosa intestinal es una de las protecciones con las que cuenta el
huésped contra microorganismos y esta constituida principalmente de agua,
inmunoglobulinas y mucinas. El intestino delgado se encuentra cubierto por una
capa mucosa tipo gel, localizada entre el lumen y la membrana apical del epitelio,
esta mucina es formada por diferentes estructuras de carbohidratos, los cuales
sirven de sitio de unién para microorganismos comensales y patdégenos, gracias a
esta unién el parasito no puede interactuar con el epitelio, por lo que no se
desencadena una respuesta inflamatoria severa por parte del huésped, y debido a
la peristalsis los parasitos unidos a la mucina puede ser eliminados (Hetcht, 1999).

Por su parte, el epitelio intestinal secreta productos antimicrobianos que
contribuyen para mantener la barrera mucosa, entre ellos se encuentran las
defensinas y lactoferrinas, las cuales han demostrado en estudios in vitro, tener
actividad contra Giardia (Eckmann, 2003). Las células encargadas de producir
estas sustancias son las de Paneth (a-defensinas) y los enterocitos (B-defensinas),
y su funcién es la de insertarse en las membranas creando poros, lo que produce
salida de material intracelular provocando la lisis del parasito, por otro lado, las
ayudan a regular la microbiota intestinal, lo que contribuye a la regulacién de la
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infeccion, siendo importante mencionar que cambios en la microbiota influye
también en la produccién de defensinas (Hetcht, 1999; Ayabe et al., 2004; EI-Shewy
and Eid, 2005; Salzman et al., 2007).

Sustancias como las especies reactivas de oxigeno (ERO) y el éxido nitrico
(NO) tienen actividad citotoxica e inmumoduladora durante las infecciones
gastrointestinales (Roxstrom-Lindquist et al., 2006). Las células epiteliales
intestinales producen ERO, sustancias que se ha hipotetizado pueden jugar un rol
importante en la inmunidad innata, debido a que Giardia es un pardsito
microaerofilico facultativo con una capacidad limitada para destoxificar y neutralizar
las ERO (Brown et al., 1998; Krause, 2004).

En estudios in vitro el NO inhibe el crecimiento, enquiste y desenquiste de
Giardia intestinalis pero no tiene efecto sobre su viabilidad, en el caso de infecciones
por Giardia, la produccién de NO se inhibe en las células epiteliales, debido a que
dichas células necesitan arginina para producirlo y el parasito consume este
sustrato (Eckmann et al., 2000; Langford et al., 2002). Otro factor importante para
la disminucion de NO, es la produccién y liberacién de proteinas por parte de este
protozoario, dentro de las cuales se encuentrara la flavoproteina A, la cual es una
reductasa de NO; estas proteinas también provocan cambios histolégicos de
moderados a profundos (Eckmann et al., 2000; Jiménez et al., 2004; Sarti et al.,
2004; Solaymani-Mohammadi and Singer, 2010).

Otro de los efectos de la falta de arginina debido a su consumo por parte
del parasito, es la apoptosis de los enterocitos, debido a que la falta de este sustrato
es causa de muerte celular programada (Potoka et al., 2003). La apoptosis de las
células epiteliales involucra la activacién de la caspasa 3, una regulacion a la baja
del antiapoptotico Bcel-12 y un incremento en la expresion del proapoptético Bax
(Panaro et al., 2007).
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En relacién a las respuestas celulares, los leucocitos son una linea celular
importante durante las infecciones intestinales, varios tipos tienen la capacidad de
migrar a través del epitelio hacia el lumen intestinal y matar a los microbios
causantes de dichas infecciones, experimentos in vitro han demostrado la presencia
de macrofagos y monocitos ingiriendo trofozoitos, destruyéndolos posteriormente
por un mecanismo oxidativo (Hill and Pearson, 1987). Existen linfocitos
intraepiteliales, cuya presencia es importante para controlar la infeccion de varios
parasitos intestinales, en el caso de Giardia, su incremento debido a infecciones
cronicas, ha sido relacionado a sindrome de malabsorcion de sodio y glucosa
(Troeger et al., 2007; Solaymani-Mohammadi and Singer, 2010). Otros leucocitos
importantes durante la giardiasis por su capacidad de presentar antigenos, son las

células dendriticas, mastocitos y células M (Roxstrém-Lindquist et al., 2006).

En cuanto a la respuesta humoral, las inmunoglobulinas IgM, 1gG e IgA son
las mas importantes para controlar la infeccion. En humanos y ratones, la infeccién
con Giardia provoca una produccion de anticuerpos anti-Giardia en las secreciones
mucosas y en suero (Faubert, 2000; Palm et al., 2003; Téllez et al., 2005). Los
linfocitos B son importantes para controlar la infeccién en las etapas tempranas,
debido a la produccién de IgA, que es el principal mecanismo de defensa, esta
inmunoglulina anti-Giardia puede ser detectada en saliva y leche materna en
humanos, por lo‘que la madre puede conferir inmunidad (Faubert, 2000; Langford
et al., 2002; Tellez et al., 2003). Se han realizados varios estudios analizando la IgA
de pacientes infectados y se ha observado que los antigenos mas dominantes
contra los que responden estos anticuerpos son las proteinas variantes de superficie
(VSP por su siglas en inglés), asi como antigenos asociados al citoesquelo (a y B
tubulina 'y a y B giardina) o a su metabolismo (Palm et al., 2003; Téllez et al., 2005).
La capacidad que tiene Giardia de poder expresar diferentes variantes antigénicas
gracias a los VSP, provoca que la respuesta efectiva por parte de los anticuerpos
sea lenta (Nash, 1997), a las dos semanas posteriores a la infeccion se puede

observar una elevacion de IgA, pero esta inmunoglobulina reacciona solo a
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pequefias unidades de las VSP del parasito; mientras que ocho semanas post-
infeccion la IgA es capaz de reconocer y actuar contra todas las VSP, sus epitopes
comunes y sus variantes antigénicas, por lo que a pesar de ser lenta la respuesta

es efectiva por parte de los anticuerpos (Zhou et al., 2007).

Jiménez et al., (2004) demostré que la administracion oral de antigenos de
secrecion y excrecion provenientes de Giardia provoca una respuesta importante
de los linfocitos Th2, principalmente por el aumento en la produccién-de anticuerpos
(IgG1, 1gG2 e IgE). En estudios en ratones, se observd-que en infecciones
provocadas por Giardia intestinalis genotipo B, existio0 una respuesta inmune
mediada por linfocitos Th2, apoptosis epitelial con. presencia de eosinéfilos
intraepiteliales, acortamiento de vellosidades, alteraciones en la profundidad de las

criptas y celularidad (Bartelt et al., 2013).

Se han realizado estudios para conocer la funcion de las células dendriticas
durante la infeccion por Giardia, las cuales al estar en contacto con parasitos vivos
o extractos del mismo, se activan y actian como presentadoras de antigenos,
inhibiendo la secrecién de IL-12'y potencializando la produccion de IL-10 (Kamda
and Singer, 2009). Esta inhibicién en la produccion de IL-12 sirve para explicar por
gué en la infeccidn con este parasito no se desarrolla una inflamacion severa,
contribuyendo a la ausencia de signos o a presentar una infeccién asintomatica

(Solaymani-Mohammadi and Singer, 2010).

Los linfocitos T son sumamente importantes para el control de la infeccion
durante todas las etapas de la misma, esto debido a su colaboracién para la
produccion de anticuerpos y la produccion de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-6),
siendo una de sus funciones regular la produccion y liberacion de defensinas anti-
giardia hacia el lumen intestinal. Todo el linaje de las células T son Uutiles para
controlar la infeccion, siendo los Th3 o linfocito T de mucosas el mas importante,
mientras que Thl y Th2 son importantes pero no indispensables para controlar la

infeccidn, ya que la presencia de cualquiera de ellos es suficiente para eliminar la
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infeccion y la ausencia de una de estas lineas celulares puede ser suplida por la
otra (Singer and Nash, 2000; Matowicka-Karna et al., 2009).

En modelos murinos, se han observado la presencia de linfocitos. T
asociados a trofozoitos en el lumen intestinal, asi como, que una deficiencia de
linfocitos T, especificamente CD4 provoca una giardiasis cronica, debido a la
incapacidad de eliminar la infeccion (Singer and Nash, 2000). Los linfocitos (CD4 y
CDS8) regulan el aumento de linfocitos intraepiteliales, también estan involucrados
en la alteracion de la membrana apical de los enterocitos, pero no en la ruptura de
la funcidn de la barrera intestinal (Scott et al., 2002; Scott et al., 2004). Por otro lado,
la funcion de las células CD8 durante la infeccién por-Giardia no es del todo clara,
Singer and Nash (2000) demostraron que no son necesarias para el control de la
infeccion, por lo que Solaymani-Mohammadi-and Singer (2010) proponen que es
posible que ejerzan una funcién inmunoprotectora pero sin inducir una malabsorcion
de nutrientes, mientras que otros autores indican que contribuyen en el acortamiento

de las vellosidades del intestino (Bartelt et al., 2013).

La infeccion por patdégenos entéricos induce la expresion de quimiocinas
(CCL2, CCL20, CXCL1, CXCL2 y CXCL3) y citocinas en el epitelio intestinal del
huésped (Roxstrém-Lindquist et al., 2005). La interleucina 8 (IL-8) responsable de
inducir inflamacion, no se ve elevada en casos de Giardia intestinalis en
comparacién con otras infecciones gastrointestinales, lo que concuerda con la baja

inflamacion intestinal que provoca este pardasito (Jung et al., 1995).

La IL-6 es necesaria para un control temprano de la infeccién aguda y su
deficiencia genera infecciones cronicas, las células que la producen son los
mastocitos y las células dendriticas y por tanto necesarios para controlar la
infeccion, se ha observado acumulaciones de mastocitos en intestino delgado de
ratones y jerbos posterior a la infeccion (Hardin et al., 1997; Bienz et al., 2003; Li et
al., 2004). Estudios recientes, han demostrado que los mastocitos estan

relacionados con la permeabilidad epitelial y pueden influir en el desarrollo,
24



magnitud y cinética de la respuesta inmune por su efecto sobre las células
dendriticas, linfocitos B y T (Hardin et al., 1997; Galli et al., 2005). Otra de las
funciones de estas células es la regulacion de las contracciones del musculo liso,
aumentando las contracciones cuando sus granulos son liberados, por lo que
contribuyen en los cambios en la motilidad intestinal observados después de la
infeccion. Por lo tanto estas células ayudan tanto en la proteccién como en la
patologia de la enfermedad (Li et al.,, 2007; Solaymani-Mohammadi and Singer,
2010).

2.1.8.  Signos Clinicos.

Tanto la patogénesis como los signos clinicos en la giardiasis, dependeran
de la combinacion de factores propios del parasito y del huésped, principalmente
presencia de otros pardsitos o bacterias, asi como el estado nutricional e

inmunologico del huésped (Caccio and Ryan, 2008; Thompson and Monis, 2011).

Los individuos afectados pueden ser asintomaticos o presentar una
enfermedad severa, de curso cronico o agudo, con signos que incluyen: heces
pastosas o diarrea fétida con presencia de moco, que no responde a antibiéticos o
coccidiostatos, asi como nauseas, vomito, anorexia, cefalea, fiebre, dolor, urticaria

y distension abdominal (Geurden and Olson, 2011; Einarsson et al., 2016).

La presentacion de la enfermedad dependera del tipo de ensamblaje
presente, el A esta asociado a infecciones agudas y el B a cronicas, pero a
diferencia del A, el ensamblaje B se ha reportado en una mayor cantidad de
pacientes sintomaticos (Thompson and Smith, 2011; Hussein et al., 2017; Jerez-
Puebla et al., 2017).

2.1.9. Diagnastico.
Debido a que los signos clinicos que se presentan en esta parasitosis, el

diagndstico basado solo en la historia clinica del paciente, es complicado, debido a
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que los signos pueden coincidir con la presencia de diferentes patégenos, por lo
tanto es necesario tomar en cuenta el ambiente en el que vive el paciente y
complementar o confirmar el diagndstico por medio de la deteccion del parasito en
muestras de heces con ayuda de pruebas coproparasitoscépicas, deteccion de
antigeno o PCR (Geurden and Olson, 2011).

La excrecion de quistes puede no ser constante, principalmente en
infeccione de curso crénico, por lo que es recomendable examinar muestras de
diferentes dias, lo ideal es analizar tres muestras de dias consecutivos (O’Handley
et al., 1999).

Las pruebas moleculares basadas en la  PCR, digestion enzimatica y
secuenciacion de diferentes genes, son de gran ayuda para la diferenciacion de
ensamblajes, ya que se ha demostrado que los individuos afectados pueden estar

infectados con diferentes ensamblajes de Giardia (Geurden and Olson, 2011).
2.1.9.1. Técnicas Coproparasitoscopicas.

Las técnicas mas utilizadas para detectar este protozoario son: examen
directo de heces y técnicas de concentracién con sucrosa, sulfato de zinc o nitrato
de sodio; con estas técnicas es posible detectar ambos estadios del paréasito
(trofozoitos y quistes), sin embargo, la deteccion de quistes es mas usado como
método diagndstico, debido a que los trofozoitos son faciles de observar en frotis
directo de muestras frescas pero en pacientes que cursen con diarrea, mientras que
en ‘individuos con infecciones de curso crénico o asintomaticos es mas probable la
identificacion de quistes por técnicas de sedimentacion o flotacion (Geurden and
Olson, 2011, Hooshyar et al., 2019).

Como se menciono, el examen por frotis directo de heces, es mas probable
la observacion de trofozoitos, sin embargo tiene una sensibilidad menor (34.7-55%)

debido a la poca cantidad de muestra analizada para el diagnéstico en comparaciéon
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con las técnicas de concentracion (65.2-83%) ( Geurden and Olson, 2011, Hooshyar
et al., 2019), siendo la técnica de flotacion por sulfato de zinc la mas recomendada,

detectando quistes no observados con otras técnicas (Smith and Mank, 2011).

Las técnicas coproparasitoscopicas son accesibles para pacientes 'y
médicos, sin embargo, se necesita experiencia para dar un diagnéstico confiable,
para no confundir los quistes de Giardia con los de otros parasitos, levaduras o
artefactos (Dryden et al., 2006; Geurden and Olson, 2001).

2.1.9.2. Deteccion de Antigeno en Heces

Las pruebas utilizadas para la deteccion de antigenos en heces y que estan
disponibles en el mercado, son: inmunocromatografia rapida, ELISA e
inmunofluorescencia, las cuales usan anticuerpos monoclonales contra proteinas
localizadas en la pared de los quistes y la inmunocromatografia detecta ademas
proteinas localizadas en los trofozoitos (Geurden and Olson, 2011). De las tres
pruebas, la inmunofluorescencia ha demostrado tener la técnica mas sensible para
el diagndstico del parasito, sin.embargo, al igual que ELISA, se necesita equipo y
personal especializado, por lo que su costo es mayor. Mientras que la prueba de
inmunocromatografia rapida ha demostrado ser de gran utilidad para el diagnostico
de esta parasitosis, teniendo como ventaja el poder usarse en cualquier momento,
es producida y distribuida de manera comercial para humanos y perros, obteniendo

resultados en 15 minutos (Geurden et al., 2008; Geurden and Olson, 2011).

2.1.9.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Diferenciacion de

Ensamblajes

G. intestinalis al poseer ocho ensamblajes morfolégicamente iguales pero
genéticamente diferentes, su diferenciacion tiene que ser realizada por medios

moleculares basados en la amplificacion de genes como gdh, g-Giardin, 18S rRNA
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y tpi por PCR, en conjunto con técnicas enzimaticas de digestion (RFLP) y

secuenciacion (Abe et al., 2005; Souza et al., 2007; Feng and Xiao, 2011).

Ademas de ser una prueba utilizada para hacer una diferenciacion
genética, es utilizada también como prueba diagndstica, pudiendo ser una de las
mas sensibles, con capacidad de detectar desde un quiste (Amar et al.; 2002). Sin
embargo, existen diferentes factores que pueden intervenir en la sensibilidad de
esta técnica, como es el caso de los inhibidores de la polimerasa presentes en
muestras fecales (lipidos, hemoglobina, sales biliares, polisacaridos, bacterias,
etc.), asi como la poca cantidad de quistes que pueden estar presentes en la
muestra y lo dificil que puede ser romper las paredes de los quistes para poder
obtener DNA del parasito (Abbaszadegan et al., 2007; Babaei et al., 2011).

Debido a estos factores, se han desarrollado distintas metodologias para
lograr una eficiente extraccion de DNA,-en las cuales se han utilizado muestras de
heces sin ningun tratamiento previo y tratadas por diferentes métodos basados en
el uso de sacarosa con el fin de purificar o concentrar los quistes, en las cuales se
han usado la combinacion de tratamientos fisicos y quimicos o enziméticos para
lograr la ruptura de los quistes, como choque térmico (congelacién-ebullicién), lisis
con perlas de vidrio, buffer de lisis, enzimas (lisozima, proteinasa K, etc.), fenol-
cloroformo, CTAB, etc (Abbaszadegan et al., 2007; Adamska et al., 2010; Babaei et
al., 2011; Asgarian et al., 2018)(Abbaszadegan et al., 2007; Babaei et al., 2011).

El gen B-Giardin es de los més utilizados, debido a que es uno de los mas
eficientes al amplificar por PCR y su diferenciacién molecular, por lo que presenta
una sensibilidad alta para detectar infecciones por uno o multiples ensamblajes, en
comparacion con los genes 18S rRNA y gdh (Covacin et al., 2011). Por otro lado, el
gen gdh tiene una sensibilidad menor al amplificar por PCR en comparacion con el
gen B-Giardin (Thompson and Ash, 2016; Lee et al., 2017) y con base a estudios
donde realizaron la diferenciacién de ensamblajes con estos dos genes (B-Giardin

y gdh), no se observo diferencias en los resultados (Caccio et al., 2008; Rodriguez
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et al., 2014; Fantinatti et al., 2018), la Unica ventaja que mostro el gen gdh fue el

diferenciar los subensambajes de B (Caccio et al., 2008; Rodriguez et al., 2014).

Acorde a lo reportado por otros autores, quienes a pesar de haber realizado
la amplificacion y secuenciacion de diferentes genes, los resultados fueron iguales
(Trout et al., 2004; Fayer et al., 2006; Lalle et al., 2007) o con variaciones menores
en uno de los cuatro genes utilizados (SSU rRNA) (Lee et al., 2017), sin embargo,
el gen SSU rRNA, a pesar de tener una alta eficiencia para el diagnéstico de Giardia,
no es la mejor eleccion para la genotipificacion, a diferencia del g-Giardin, tpi y gdh
(Thompson and Ash, 2016).

Mientras que el gen tpi debido a su variabilidad es un buen marcador
filogenético para estudios de evolucion molecular, epidemioldgicos, y deteccion de
infecciones mixtas intragenotipicas (Sulaiman et al., 2003; Gofii et al., 2018).

2.1.10. Tratamiento
2.1.10.1. Tratamiento Alopata

Los medicamentos. comunmente utilizados como tratamiento para la
giardiasis en humanos, son-los nitroimidazoles (metronidazol y tinidazol), quinacrina

y furazolidona (Geurden and Olson, 2011).

El metronidazol, penetra a los trofozoitos y su mecanismo de accion
involucra. la reduccion del grupo nitro por medio de una enzima metabdlica
anaerébica conocida como piruvato:ferredoxina oxidoreductasa (PFOR) o piruvato
oxidoreductasa (POR) una vez descarboxilado el piruvato, esta reaccién genera un
radical nitro con toxico. Una vez reducido el metronidazol, se une covalentemente
al DNA, provocando dafios que provocando la muerte del parasito (Horner et al.,
1999; Upcroft and Upcroft, 2001). Sin embargo, este medicamento ha reportado
efectos adversos (nauseas, vomito, ataxia), existen reportes de que es

carcinogénico, ademas de presentar resistencia, asociada con una regulacién
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negativa de la actividad de POR (Villeneuve et al., 2000; Harris et al., 2001; Upcroft
and Upcroft, 2001).

Por otro lado, la nitazoxanida a diferencia del metronidazol, carece de grupo
nitro, inhibe la actividad de la POR ya que interfiere con el cofactor pirofosfato de
tiamina, también inhibe la actividad enzimatica de las proteinas disulfuro
isomerasas, provocando la formacion de proteinas mal plegadas que genera un
deterioro en el proceso metabdlico y regulador (Buchanan and Balmer, 2005;
Hoffman et al., 2007; Muller et al., 2007). Por lo que es uno.de los medicamentos
que se perfilan como una promesa como tratamiento contra esta parasitosis
(Cedillo-Rivera et al., 2002).

Otro grupo de farmacos utilizados con los bezimidazoles, con una eficacia
del 90%, con baja toxicidad y buena respuesta en los pacientes incluso con dosis
altas (Xiao et al., 1996; Villeneuve et al.,.2000). Los benzimidazoles interfieren en la
polimerizacion de la tubulina, componente principal del citoesqueleto de los
trofozoitos, por lo que todas las actividades dependientes de esta proteina, son
inhibidas, como el disco ventral, por lo que la adicién de los trofozoitos al epitelio

intestinal se disminuye, previniendo la colonizacion (Geurden and Olson, 2011).
2.1.10.2. Tratamientos Alternativos

Serecomienda el uso de probidticos, ya que entre sus funciones estan el
de competir por sitios de adhesion y por nutrientes, produccion de sustancias que
inhiben- el crecimiento, replicaciébn y enquistamiento del parasito, estimular la
respuesta inmune potencializando la produccion de mucina y la produccion de IgA
a nivel intestinal (Malin et al., 1996; Fuller and Gibson, 1997; Pérez et al., 2001;
Hawrelak, 2003).

Otra de las alternativas o sugerencias para el control de esta parasitosis es

una dieta alta en fibra, ya que la presencia de fibra insoluble en la dieta incrementa
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el nimero de células caliciformes intestinales, provocando mayor secrecion de
moco Yy en conjunto con el movimiento de las masas de fibra se reduce la adhesion
de los trofozoitos y por lo tanto que se colonice el intestino. Tanto la fibra soluble
como la lignina (insoluble) tienen la capacidad de unirse a las sales biliares,
limitando el desarrollo y supervivencia de los trofozoitos (Schneeman,. 1999;
Hawrelak, 2003).

Las dietas debe ser baja en grasa, debido a que dietas altas en grasa
estimulan la produccién y liberacion de sales biliares al lumen intestinal, el cual es
un sustrato esencial para supervivencia del parasito (Vesy and Peterson, 1999;
Marz, 1997).

Ademas, existen diferentes componentes o0 sustancias que han
demostrado en estudios in vitro afectar el .crecimiento del parasito, su capacidad de
adhesion y su morfologia, tal es el caso de la carcuma, menta, extracto de yuca y
extractos de plantas medicinales de uso tradicional en México (damiana y
zarzamora) (McAllister et al., 2001; Barbosa et al., 2006; Pérez-Arriaga et al., 2006;
Vidal et al., 2007).
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Il HIPOTESIS

La prevalencia de Giardia intestinalis en perros del centro de México es mayor al
30% y mas del 50% de los perros infectados con esta parasitosis presentara algun

ensamblaje zoonotico.
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General.

Conocer la prevalencia de Giardia intestinalis en perros y determinar su

potencial zoonotico.

4.2. Objetivos Especificos

e Diagnosticar la presencia de Giardia intestinalis en perros.
e Diferenciar los ensamblajes de G. intestinalis con potencial zoon6tico en perros

domeésticos.

33



V. METODOLOGIA
5.1.  Lugar de Estudio.

El presente estudio se realiz6 en la ciudad de Santiago de Querétaro,
Querétaro, México, con coordenadas entre 20°30’ a 20°56’ de latitud norte y de los
100°17’ a 100°36’ de longitud oeste. Colinda al este con el municipio de El Marqués,
al sur con Huimilpan y Corregidora, al oeste con los municipios del estado de
Guanajuato, Apaseo el Grande y San Miguel de Allende, y al norte con el de San
José lturbide. EI municipio cuenta con un clima templado-semiseco, con una
temperatura media anual de 18°C, mayo y junio son los meses mas calurosos, con
temperaturas de hasta 36°C, mientras que diciembre y-enero son los mas frios con
temperaturas de -3°C. La precipitacion pluvial anual promedio es de 555mm
(INAFED, 2015).

5.2. Disefo experimental y toma de muestras.

Se realiz6 un estudio transversal donde se obtuvieron muestras fecales de
402 perros de diferentes poblaciones. De cada muestra se obtuvieron los siguientes
datos: edad, género, consistencia de las heces y poblacion de procedencia. Las
diferentes poblaciones de procedencia fueron seleccionadas con base a los
siguientes criterios; criadero, animales de una raza especifica confinados con la
finalidad de reproducirlos; refugio, animales sin hogar o abandonados confinados
en instalaciones, en estrecho contacto con otros perros; sin propietario, animales en
condicion de calle; y domésticos, animales que viven con personas con el objetivo

de ofrecer compainiia.

Las muestras de perros de criadero, refugio y sin propietarios fueron
tomadas por personal capacitado, recolectando heces del piso y conservadas en
bolsas herméticas; en el caso de los perros domésticos, fueron colectadas por los
propietarios en bolsas herméticas, inmediatamente después de defecar. Las
muestras se trasladaron y almacenaron en refrigeracion a 4°C para su posterior

34



andlisis en el laboratorio de Microbiologia Animal de la Facultad de Ciencias

Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro.

Este proyecto fue aprobado el dia 29 de Julio del 2016 por parte del Comité
de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma de
Querétaro, con numero de registro 42FCN2016.

5.3. Diagnostico Coproparasitoscopico.

Se realizé un diagnostico coproparasitoscopico de flotacion siguiendo la
metodologia descrita por Faust et al. en 1938. Se colocaron 2 gr de heces 'y 10 ml
de agua destilada, se homogeneizo vy filtrd, colocando el filtrado en tubos cénicos
de 15 ml, se centrifugaron a 350 g por 5 minutos, se decant6 el sobrenadante y se
repitié el proceso tres veces. Al precipitado se afadié 10 ml de sulfato de zinc
(densidad 1.18) y se centrifugd a 200 g durante un minuto, con una pipeta Pasteur
se recolecté material de la superficie y se coloc6 una gota en un portaobjetos, se
afadié una gota de lugol parasitoscopico y se observé al microscopio para la

identificacion de quistes.

De las muestras positivas al estudio coproparasitoscopico, se tomaron 28
muestras que fueron las que presentaron mayor contenido de quistes, para realizar
la concentracién'y purificacion de quistes por medio de un colchén de sacarosa

(Minvielle et al., 2008) y posteriormente realizar la extraccion de DNA.
5.4, . Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realiz6 a la lisis de los quistes de acuerdo a la
metodologia descrita por Babaei et al. en 2011, con algunas modificaciones, 200 pl
de la muestra concentrada se colocaron en crioviales de 2 ml con 200 ug de perlas
de vidrio (0.1 mm de didmetro) y 500 pl de buffer de lisis (100 mM NaCl, 50 mM Tris
HCI, 100 mM EDTA, 1% SDS, pH 7.4); se homogeneizaron en PowerLyzer 24 (Mo
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Bio Laboratories, Inc.) por 5 ciclos de 2 minutos a 2500 rpm con un descanso de 30

segundos entre ciclos.

Posteriormente, se realizdé choque térmico, de cinco ciclos de congelacion
en nitrégeno liquido y agua en ebullicién hasta su descongelacién. Adicionalmente,
se agregaron 40 pl de proteinasa K (10 mg/ml) (Ref. 25530-049 Invitrogen)y 10 pl
de SDS (1M), incubandose por 4 horas a 55°C. Al terminar, la separacion y
purificacion del DNA de cada muestra lisada se llevé a cabo mediante la técnica de
fenol cloroformo CTAB descrita por De Almeida et al. (2013) con algunas
modificaciones, donde a cada muestra se le afiadio 400 pl de buffer TE 1X (100 mM
tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA) y 50 pl de lisozima (10 mg/ml) (Ref. L3790, Sigma
Aldrich), se homogeneiz6 e incubd por 1 hora a 37°C, se afadié 100 ul de SDS
(10%) y 10 pl de proteinasa K (10 mg/ml) (Ref. 25530-049 Invitrogen), se mezcl6 e
incubd por 30 minutos a 65°C. Posteriormente, se agregaron 100 pul de NaCl (5M)
mas 40 pl de CTAB (10%) preincubado y se agitdé en vortex hasta que la solucién
se torno lechosa, incubandose por 30 minutos a 65°C, se adiciond 400 pl de fenol
cloroformo isoamilico (24:24:1) agitindose por 10 segundos en vortex y
centrifugandose a 13,200 g durante 10 minutos, se tomé y transfirié 500 ul de
sobrenadante a un tubo nuevo, al que se afiadié 500 pl de cloroformo isoamilico
(24:1), se homogeneiz6'y centrifugd a 13,200 g por 10 minutos, se tomo y transfirid
500 ul de sobrenadante a un tubo nuevo, agregando 600 pl de alcohol isopropilico
absoluto, se precipitdé el DNA por 2 horas a -20°C y se centrifug6 a 13,200 g por 15
minutos, se tird el sobrenadante y se lavo la pastilla de DNA con 500 ul de etanol
(70%), se centrifugd por 20 segundos a 13,200 g, se retird el sobrenadante y se
seco la pastilla durante 1 hora a temperatura ambiente, finalmente se resuspendié
la pastilla con 50 pl de agua ultrapura y se mantuvo a -20°C.

5.5.  Amplificacion del gen B-Giardin.
Para la amplificacion del gen B-Giardin se utilizaron los oligonucle6tidos

descritos por Caccio et al. (2002), realizando dos amplificaciones, la primera de 753
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pb utilizando los oligonucledtidos G7 y G759, en la segunda se amplificd un
segmento de 384 pb utilizando los oligonucle6tidos G759 y G376. Los
oligonucledtidos utilizados, fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies
(IDT). La reaccion para la primera amplificacion se hizo a un volumen final de 12 pl,
la cual contenia 6 pl de GoTaq Green Master Mix 2X (ref. M7122, Promega), 0.5 ul
de cada oligonucleétido (10 uM), 4 ul de agua libre de nucleasas y 1 pl de DNA (100
ng/ ul); mientras que la reaccion de la segunda amplificacion se realiz6 a un volumen
final de 20 pl, el cual contenia 10 pl de GoTaq Green Master Mix 2X (ref. M7122,
Promega), 0.85 pl de cada oligonucleétido (10 uM), 6.3 pl de agua libre de nucleasas
y 2 pl de DNA (100 ng/ pl).

Las condiciones de ciclado para ambas reacciones fueron las siguientes:
desnaturalizacién inicial a 95°C durante 3 -minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, alineamiento a 65°C por 30 segundos y
extensiéon a 72°C por 60 segundos, con una extension final a 72°C durante 7
minutos. En todas las corridas se afiadié control positivo y negativo, el cual contenia
los mismos componentes de la reaccioén, pero sin agregar DNA, que fue sustituido
por agua libre de nucleasas. Los resultados se observaron por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X (50 minutos, 80 volts), utilizando marcador de
peso molecular de 100 pb (ref. G2101, Promega) y buffer de carga Blue/Orange 6X
(ref. G190A, Promega).

5.6. Diferenciacion de Ensamblajes.

Para la obtencién de ensamblajes, se realiz6 mediante dos enzimas Hae llI
y ‘Hha | (Caccio et al., 2002), la primera nos da el patron de bandas para todos los
ensamblajes que pueden estar presentes en perros (A, B, C y D) y la segunda
diferencia los subtipos del ensamblaje A (Al y All). Por lo que para la digestion del
segmento de 753 pb se digiri6 con Hae Il (ref. 0108S, New England, BioLabs),
utilizando un volumen final de 10 pl, que contenia 0.25 ul de enzima, 1 pl de buffer

Cutsmart (ref. B7204S, New England, BioLabs), 4.75 pl de agua libre de nucleasas
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y 4 ul del producto del primer PCR, se incub6 durante 1 hora a 37°C. El perfil de las
bandas (pb) observables para la diferenciacion de ensamblajes fue el siguiente:
para A se observan tres bandas: 200, 150 y 130; con B cinco: 200, 180, 150, 120 y
80; para C igual cinco bandas: 290, 150, 130, 100 y 70; y en el caso de D se
observan tres: 350, 290 y 120 (Rodriguez et al., 2014).

Para diferencia los subtipos del ensamblaje A, se digirid el segmento de
384 pb se digirid con la enzima Hha | (ref. R644A, Promega), donde a 10 pl del
producto de la segunda reaccion de PCR se le agregd 0.25m pl de enzima y se
incubd por dos horas a 37°C. El patron de bandas (pb) esperado es el siguiente: el
subtipo Al seréa de tres bandas: 190, 100 y 70; mientras que para All se observaran
dos bandas: 210y 70 (Rodriguez et al., 2014).

El resultado de ambas digestiones se visualizdé por medio de electroforesis
en gel de agarosa al 3% en buffer TAE 1X (120 minutos, 70 volts), utilizando
marcador de peso molecular de 100 pb (ref. G2101, Promega) y buffer de carga
Blue/Orange 6X (ref. G190A, Promega).

5.7. Secuenciacion.

Una vez estandarizada la PCR, con la finalidad de confirmar que la
amplificacion correspondia al segmento esperado del gen B-Giardin, se mandé
secuenciar-el producto de PCR de una de las muestras obtenidas, la amplificacion
secuenciada fue la correspondiente al segmento de 384 pb, para lo cual se afiadié
ambos oligonucledtidos utilizados (G376 y G759). La secuenciacién fue realizada
en el Laboratorio Nacional de Genomica para la Biodiversidad (LANGEBIO,
CINVESTAB, Irapuato, Guanajuato).

5.8. Analisis Estadistico.
El andlisis estadistico fue mediante tablas de contingencia (2x2) utilizando

el programa EPIDAT 3.1 (Sergas, 2006), para conocer si existe asociacion de algun
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factor con la presentacion de la enfermedad, los factores analizados fueron: edad,
poblacion de procedencia, género y consistencia de las heces.
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VI. RESULTADOS

La distribucion de los 402 animales muestreados, con base en los datos
recolectados fue la siguiente: la mayor cantidad de muestras obtenidas fue de
animales adultos y fueron de consistencia firme, mientras que para el género las
proporciones fueron similares. En relacion a la poblacién de procedencia, se
obtuvieron cantidades similares de perros de criadero, domeésticos y sin propietario,

siendo los procedentes de refugio, de los que se obtuvo menor cantidad.

Por medio del andlisis coproparasitoscopico se diagnostico un total de 103
positivos, obteniendo una prevalencia del 25%. Las frecuencias obtenidas con base
en los diferentes datos obtenidos de las muestras, asi.como el valor estadistico (P)
para conocer si existe asociacion entre factoresy la presentacion de la enfermedad,
se pueden observar en el cuadro 1. En el cual se observa que el género no es un
factor de riesgo para la presentacion de la enfermedad, sin embargo, los factores
que representan un riesgo de observar quistes de Giardia son: edad menor a 6
meses, presencia de heces pastosas y poblacién de procedencia, siendo los perros
sin propietario los de mayor riesgo, poblacién en la cual fue observada la mayor

cantidad de quistes excretados.

Cuadro 1. Distribucion de las muestras y andlisis estadistico de determinacién de factores de
riesgo (edad, consistencia de heces y género).

Total Positivos Negativos Frecuencia p OR IC 95%
Edad <6 meses 41 16 25 39.02
0.038* 2.01 1.029-3.947
>6 meses 361 87 274 24.1
Consistencia Pastosa 126 42 84 33.3 0.0036
de Heces Ty 2.009  1.251-3.226
Firme 276 55 221 19.9
Género Macho 180 50 130 27.8
0.37 1.22 0.782-1.921
Hembra 222 53 169 23.9
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* Datos estadisticamente significativos (p<0.05)

En relacion al tipo de poblacion de donde proceden los perros analizados,
se observd que la mayor frecuencia del parasito se presenté en los perros sin
propietario (40.77%), seguido de criadero (26.21%), refugio (19.4%) y domeésticos
(13.59%), debido a esto, en las tablas de contingencia se tomé como grupo no
expuesto a los perros domeésticos. Los perros domeésticos son los menos asociados
a la presentacion de la enfermedad (Cuadro 2, P<0.05). Sin embargo, el grupo que
mostr6 mas asociacién, asi como un mayor factor de riesgo (OR=4.95) con la
presentacion de la enfermedad son los perros sin propietario, seguido de los de
criadero (OR=2.57) y refugio (OR=2.24).

Cuadro 2. Andlisis estadistico de determinacion de factores de riesgo con base en la poblacion
de procedencia de los animales muestreados.

Domeéstico
P OR IC 95%
Sin Propietario 0* 4,95 2.496-9.815
Refugio 0.0128* 2.571 1.204-5.489
Criadero 0.028* 2.246 1.107-4.557

* Datos estadisticamente significativos (P<0.05)
Nota: Se considero a los perros domésticos como poblacion no expuesta al haber presentado la
frecuencia mas baja.

De las 28 muestras utilizadas, procedentes de perros sin propietario,
solamente en el 85.7% (24) se logré amplificar ambos segmentos esperados (753 y
398 pb) y el 14.3% (4) no amplific. De las cuales, se observé que el 100% de las
muestras amplificadas pertenece al ensamblaje A, de las cuales el 83.3% (20)

pertenecen al subtipo A1y 16.7 % (4) al subtipo A2.

En la figura 5 se observa el patron de corte resultado de la digestion
enzimatica, en A4 y A5 se observan las bandas caracteristicas del ensamblaje A

(200, 150 y 130 pb), A4 pertenece al control positivo y A5 a la muestra 1. Mientras
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que en Al, A2 y A3 se observa el bandeo esperado para el subensamblaje Al (190,
100y 70 pb), Al pertenece al control positivo, mientras que A2 y A3 a las muestras

1y 2 respectivamente.

Figura 5. Patrén de corte de ensamblaje A y subensamblaje Al. En A4 y A5 se
muestra el patron de corte correspondiente al ensamblaje A (200, 150 y 130pb. En
Al, A2 y A3 se observa el patron de corte correspondiente al subensamblaje Al
(190, 100y 70 pb).

Enla figura 6 se observa el resultado obtenido de la digestion del segmento
de 384 pb de 18 de las muestras amplificadas, donde 15 de las muestras se
catalogaron como subensamblaje Al, con bandas obtenidas de 190, 100 y 70 pb.
Mientras que 3 de las muestras (2, 7 y 8) pertenecen al subensamblaje All, con
bandas de 210y 70 pb.
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Figura 6. Digestién enzimética de los segmentos de 384 pb amplificada en muestras
provenientes de perros. En 1, 3-6, 9-18 se muestra el patron de bandeo
correspondiente al subensamblaje Al (190, 100 y. 70 pb), mientras que 2, 7y 8 se

observa el patron esperado correspondiente al subensamblaje All (210 y 70 pb).

Una vez obtenido el resultado de la secuenciacion del segmento de 384 pb,
asi como de los oligonucleotidos utilizados para dicha amplificacion, se realizo un
BLASTN utilizando el servicio en linea del GenBank, el cual mostré un porcentaje
de identidad del 100% para la secuenciacién de la muestra con el oligonucle6tido
G376 y del 94% con el G759. Los resultados del andlisis de la secuenciacion se

pueden observar en los apéndices.
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VIl. DISCUSION

La prevalencia general obtenida fue del 25%, alta en comparacion con la
estimada a nivel mundial de 15.2% (Bouzid et al., 2015) y a lo reportado en el norte
de México en perros domeésticos de areas urbanas y rurales (Garcia-Cervantes et
al., 2017). Sin embargo, la prevalencia es menor a lo reportado en Espafia (36.5%)
en perros de diferentes poblaciones (Adell-Aledon et al., 2018); asi como con lo
reportado en la Ciudad de México en perros sin propietario, que oscila entre 42 y
51% (Ponce-Macotela et al., 2005). No obstante la prevalencia obtenida en esta
investigacion en perros sin propietario fue de 40.77%, lo cual es mas cercana a lo
obtenido en la Ciudad de México. La diferencia de la prevalencia puede estar
relacionada con la toma de muestra, ya que en el experimento de Ponce-Macotela
et al. (2005) las muestras fueron tomadas directamente del intestino y en esta
investigacion fue por observacion de quistes en heces, y dicha excrecion puede ser
intermitente (Burke, 1977).

Respecto a la asociacibn de variables con la presentacion de la
enfermedad, se observa que la edad es uno de los mas importantes, siendo los
cachorros los que presentan una fuerte asociacion con la enfermedad, que coincide
con lo reportado en otros estudios (Capelli et al.,, 2003; Batchelor et al., 2008;
Katagiri and Oliveira-Sequeira, 2008; Bouzid et al., 2015).

Los perros sin propietario presentaron mayor asociacion y riesgo a la
enfermedad, en comparacibn a las otras poblaciones (criadero, refugio,
domésticos), datos que coindicen con lo reportado en Brasil (Katagiri and Oliveira-
Sequeira, 2008) y con lo reportado por Bouzid et al. (2015). Por otro lado, no se
asemeja a lo reportado en Italia donde los perros con mayor riesgo fueron los de
refugio (Capelli et al.,, 2003). Mientras que en Espafa, las prevalencias fueron
mayores, 45.8%, 40.4% y 37.7% para perros de criadero, refugio y domésticos
respectivamente (Adell-Aledodn et al., 2018).

Respecto a la lisis de los quistes, la extraccion de DNA fue adecuada, al

lograr amplificar el gen B-Giardin en el 85.7% de las muestras, que representa una
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proporcion mayor a lo reportado por Babaei et al. (2011), quienes al usar un método
similar amplificaron el 36% de las muestras. El aumento de muestras amplificadas
podria deberse a que utilizaron el método tradicional de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico y en la presente investigacion se us6 un metodo similar pero se afiadio
CTAB, que elimina inhibidores de polimerasa en heces y reduce impurezas, con el
inconveniente de reducir las concentraciones obtenidas (Abbaszadegan et al.,
2007), lo cual podria explicar el 14% de las muestras que no amplificaron.

La diferenciacion de ensamblajes mostro que el 100% de las muestras
amplificadas y digeridas pertenecen al ensamblaje A, lo que confirma que es el
ensamblaje mas asociado a transmision zoonoética (Ryan and Caccio, 2013). Estos
resultados difieren de estudios que reportan el 100% ensamblajes propios de la
especie y ponen en duda el riesgo de infeccion-a humanos (de Lucio et al., 2017;
Simonato et al., 2017). Y coincide con lo observado en perros callejeros de Rio de
Janeiro (Fantinatti et al., 2018) y en el norte de México (Eligio-Garcia et al., 2008;
Garcia-Cervantes et al., 2017).

En relacion a los subensamblajes de A, el 83.3% fueron Al y 16.7% All, la
mayor proporcion de Al confirma que a diferencia de A2, tiene mayor preferencia de
infectar animales domésticos (Sprong et al., 2009b; Feng and Xiao, 2011). Jerez-
Puebla et al. (2017) informan que en Cuba en perros domésticos, se observaron
prevalencias del 80% Al, 20% All; mientras en México, Garcia-Cervantes et al.
(2017) inform6.100% de Al y Eligio-Garcia et al. (2008) 52.6% para Al y 47.4% de
All. En los estudios mencionados la cantidad de animales analizados fue menor en
comparacién a los incluidos en este estudio (24), siendo el realizado por Eligio-
Garcia et al. en 2008 en el que mas muestras fueron analizadas (19), todas
procedentes de cachorros; mientras que Garcia-Cervantes et al. (2017) incluyé
cinco muestras.

Las diferentes condiciones ambientales, sociales y culturales contribuyen
en la distribucion de los ensamblajes en perros, siendo posibles dos ciclos de

transmision: donde estan involucrados ensamblajes propios de la especie (entre
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perros) y otro donde existe transmisién cruzada de ensamblajes zoonéticos (A, B)
(Ponce-Macotela et al., 2005; Covacin et al., 2011; Feng and Xiao, 2011).

Los perros sin propietario o callejeros, al tener mas contacto con otros
perros, estdn mas expuestos a los ensamblajes propios en comparacion con los
domésticos, que conviven estrechamente con humanos (Thompson, 2004), lo que
difiere con los resultados obtenidos, sin embargo, esto puede deberse a que la
presente investigacion fue realizada en una zona urbana, lo que puede explicar la
alta prevalencia de ensamblajes zoonoticos en los perros analizados, debido a la
cercania y convivencia con humanos y sus desechos, principalmente heces, que
contaminan el ambiente infectando a otras especies, por lo que el riesgo de
infeccion cruzada es mayor (Thompson, 2004; van der Giessen et al., 2006; Feng
and Xiao, 2011; Heyworth, 2016).

Si se considera que los individuos parasitados excretan gran cantidad de
quistes, asi como la baja dosis que se necesita para provocar esta enfermedad
(Horton et al., 2019) y la alta frecuencia observada en animales sin propietario
(40.77%), podria indicar un alto riesgo en la salud publica, por contaminaciéon del
ambiente, considerando que los quistes tienen la capacidad de sobrevivir en él 'y
contaminar agua potable y alimentos, asi como parques publicos y jardines abiertos
(Balderrama-Carmona et al., 2017), creando un riesgo de infeccion para perros con
duefio y humanos, especialmente nifios, ya que el 100% de los quistes excretados
en los perros analizados, pertenecen al ensamblaje A. Lo anterior pone de
manifiesto la importancia de controlar estas enfermedades en perros de la calle y
establecer programas estatales para el control de esta y otras parasitosis
zoondticas. En conjunto, se deben tomar acciones para eficientizar el tratamiento
de fuentes de agua, que ha demostrado ser una fuente importante de diseminacién
(Barbeau et al., 2000; Xiao et al., 2013; Horton et al., 2019), asi como establecer
programas para difundir correctas practicas de higiene en la poblacion, debido a
gue el consumo de alimentos contaminados y su preparacion, son otros factores
importantes en la propagacién de este parasito (Bondi et al., 2014; Horton et al.,

2019).
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VII. CONCLUSION

La prevalencia general obtenida por analisis coproparasitoscopico fue del
25%, siendo el grupo de perros sin propietario los de prevalencia mas alta (41%).
De 24 muestras amplificadas por PCR, el 100% se diferenciaron como ensamblaje
A, de las cuales, el 83.3% pertenecen al subensamblaje Al y el 16.7% al
subensamblaje All.

Debido a la alta frecuencia de quistes de G. intestinalis particularmente en
los animales sin propietario (41%), podria sugerir una alta-contaminacion en el
ambiente, considerando que los quistes tienen la capacidad de sobrevivir en él 'y
contaminar agua potable y alimentos, asi como parques publicos y jardines abiertos,
creando un gran riesgo de infeccibn para perros con duefio y humanos,
especialmente nifios, ya que el 100% de los quistes excretados pertenecen al
ensamblaje A, lo que pone de manifiesto la importancia de controlar estas
enfermedades en perros de la calle y establecer programas estatales para el control

de esta y otras parasitosis zoondticas.
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X. ANEXOS

Andlisis de la secuenciacion con el primer G376.

>B_giardin_G376_partial sequence
CGTAAGGCGCACAGATGCATGGTGACCTCCTACGAGGACGTCGTCACGAAGA
TCCAGGGCGGCCTCACAGTGTATCGCAGCAGCGTGCCTCAGAAAGTCGCAG
AGGGCTTCGCCCGCATCTCCGCCGCCATCGAGAAGGAGACGATCGCCCGCG
AGAGGGCCGTCAGCGCTGCCACGACAGAGGCCCTCACAAACACGAAGCTCG
TTGAGAAGTGTGTCAACGAGCAGCTCGAGAACGTCGCCTCGGAGATCCGCG
CCATCCAGGAGGAGATCGACCGCGAGAAGGCAGAGCGCAAGGAGGCAGAG
GACAAGATTGTTAACACACTCGAGGACGTCGTCTCGAAGATCCAGGGCGGCC
TCACTGTTTCAGCTGAACAGGGTATGGGCGGGGTGGCAAAGGCGTGCTTCCC
AAACAGCCAAAGAAAGTGAGAGATCCTCTCCTTAAGAATACATTTTATATGCTT
CTACTGCCGTCAATTATACCCCGATGTTTTCAAAAAGACACCACAATGCCTCT
ATTGCTAACAGCGCAACCCTAGAACCTAAAGAAGTCGCTCTTCG

BLASTN results for the sequences obtained by PCR amplification of the G. intestinalis -
giardin gene (Primer G376)

Description yax Total Query E Ident  Accession
score score cover value
Giardia intestinalis
assemblage B isolate - INI 100
49_53_579 beta’ giardin” (bg) 497 497 47% le-136 % KX085488.1
gene, partial cds
Giardia intestinalis
assemblage B isolate INI 100
o1 65 beg ardin (bg) gene, 47 497 47%  1e-136 .~ KX085486.1
partial cds
Giardia intestinalis partial bg 98.8
gene for beta giardin, isolate 481 481 47% le-131 ) HG425171.1

0,
edr6 %

Andlisis de la secuenciacion con el primer G759.

>B_giardin_G759 partial sequence
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TGAAGTGCGGCGCTGAGGATCTAGTCCGCTGCCTCCTTCCTGAGAGCCGCG
ATGGCGTCTTATGAGCGGGATGGCCTCAATCTGAAAGGCTTAGATCCCCAGC
TGCTCCGTGACGCACTTCTCAACGAGCTTCGTGTTTGTGAGGGCCTCCGTCG
TGGCAGCGCTGACGGCCCTCTCGCGGGCGATCGTCTCCTTCTCGATCGCGG
CGGATATGCGGGCGAAGCCCTCTGCCACTTTCTCGTTGAGCTGGGCATACAT
CTTCTTCCTCTCGGCGGTCTCCGGGGCAATGCCTGTCTCGAGGTCGTTCAGG
CTCTTGAGGGCCTCCTTCCTGAGAACCACTATGGCGCATTTATGTATTTCAGC
CAAACACGTTGTGTGCGGCAGGGCGACAGCCTCTGTCCATAACAGCCATTTA
GTGGGAAAGTTCGTGTGCTGAGACACACACTTTTTTTGCTTCTGGAGCATGTA
CTATACCGTCGTTATTTTAAAGACATAAAACCCTTCACCCCTATCGCTGAAATG
GGTACCTTAGAAAATTAATCTTTCATCCTTCGAGCTATGGAGCCTAAAACAAGA
TAGCATAAGCCGTATCAGCATCAGCGACCGAACCGAGGAAGGGGACCCCCG
CT

BLASTN results for the sequences obtained by PCR amplification of the G. intestinalis -
giardin gene (Primer G759)

Max Total Query

Description
score  score cover value

Ident Accession

Giardia intestinalis
assemblage B isolate’ INI
49 53 57 beta giardin (bg)
gene, partial cds

Giardia intestinalis
assemblage B isolate INI
21 68 beta giardin (bg) gene,
partial cds

377 436 44% 2e-100 94.3%  KX085488.1

377 436 44% 2e-100 94.3%  KX085486.1

Giardia intestinalis clone 10

y . 372 426 43% 1le-98 93.9% KR046097.1
beta giardin gene, partial cds
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