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Resumen

Introduccion: Giardia intestinalis es un complejo de especies que comprende
al menos siete genotipos (A-G), donde los genotipos A y B, considerados
zoonoticos, son los unicos responsables de las infecciones en las personas,
mientras que, los perros pueden ser infectados por los genotipos A, B, C y D,

los dos ultimos caracterizados como huésped-especificos.

Objetivo: evaluar la epidemiologia de los genotipos zoondticos y huésped
especificos de especie de G. intestinalis en perros mascotas, del area
metropolitana del Valle de Aburra, durante el periodo de Septiembre de 2009 -

Octubre de 2010.

Materiales y métodos: inicialmente fueron evaluadas por microscopia 581
muestras de materia fecal de perros, de las cuales 62 muestras resultaron
positivas para G. intestinalis. Cada muestra fue analizada con los marcadores
genéticos B-giardina (bg), triosafosfato isomerasa (fpi) y la Subunidad pequefa
del RNA ribosomal (Ssu-rRNA), mediante técnicas moleculares basadas en

PCR.

Resultados: en total, 30 muestras de las 62 (48.4%) se genotipificaron, el 70%
como D, el 20% como C, el 6,7% como B y el 3,3% como A; siendo los

genotipos huésped especificos los mas frecuentes entre los perros estudiados.

Conclusiones: los perros pueden infectarse con cualquiera de los cuatro
genotipos de G. intestinalis; en el 90% de las muestras se detectaron los

genotipos huésped especificos, sin embargo, en algunos perros se detectaron



los genotipos zoondticos, identificando a los perros como un posible riesgo

para la salud publica.

Abstract

Giardia intestinalis is a complex specie comprising at least seven genotypes
(A-G). Dogs can be infected with A, B, C and D genotypes. However only the
last two are host-specific and A and B genotypes are considered zoonotics and

responsible for human infections.

Objective. To evaluate epidemiology of zoonotics and host-specific G.
intestinalis genotypes responsible for infections of pet dogs attended during
September 2009 to October 2011 in the metropolitan area of el Valle de Aburra
Methods. 581 fecal samples from pet dogs were collected and evaluated by
microscopy analyze. Sixty-two fecal samples were positive for G. intestinalis.
Each of these samples was analyzed by PCR for three different markers: 3-
giardin (bg), triose phosphate isomerase (tpi) and small subunit rRNA (ssu-

rRNA) genes.

Results. Genotyping was performed in 30 out of 62 (48.4%) samples. 70%
were identified as genotype D; 20% as genotype C; 6.7% as genotype B and
3.3% as genotype A. Thus, host-specific genotypes were more frequent in the

evaluated samples.

Conclusion. Pet Dogs are susceptible to four Giardia intestinalis genotypes. In

90% of the samples host-specific genotypes were found, although, in some pets



zoonotic genotypes were found. That probably indicates that pet dogs are a

potential risk for public health.



1. Introduccién

En afos recientes, las zoonosis y las enfermedades transmisibles comunes al
hombre y a los animales han sido objeto de mayor atencién en todo el mundo,
sobre todo las zoonosis ligadas a los animales de compaiia, ya que los
cambios sociales y demograficos han intensificado su interés epidemiolégico
(1). Se ha demostrado que animales como los perros pueden transmitir un
numero significativo de enfermedades a los humanos, algunas de ellas
consideradas un problema de salud publica, como es el caso de la giardiasis,
parasitosis de gran importancia a nivel mundial por su alta prevalencia y su

compleja epidemiologia (2, 3).

La giardiasis es causada por un protozoo flagelado del género Giardia,
miembro de los diplomonadidos y por lo tanto del supergrupo Excavata (4), del
cual se han reconocido seis especies; aunque, es solo G. intestinales
(sinébnimo: G. lamblia, G. duodenalis) la de mayor importancia, debido a la
capacidad que tiene de infectar al humano y a otros vertebrados (5). Estudios
de genética molecular, basados principalmente en el analisis de los genes
Triosafosfato isomerasa, Glutamato deshidrogenasa, Beta-giardina, subunidad
pequefia del RNA ribosomal y el factor de elongacion 1-alfa, han demostrado
que G. intestinalis es un complejo de especies que comprende al menos 7
genotipos, donde los genotipos A y B son los responsables de la infecciones en
los humanos y en algunos animales, de ahi su potencial zoondtico; mientras
que, los genotipos prevalentes en caninos, por ser los huésped especificos,
son el C y el D, aunque, los zoondticos (A o B) han sido frecuentemente

reportados. Los otros tres (E, F y G) estan restringidos a algunos animales
9



domésticos y silvestres (5-7). Recientemente se informdé el hallazgo en
vertebrados marinos de un nuevo genotipo, el cual fue designado como H (8).
En América no hay suficiente informaciéon, comparado con otras zonas del
mundo, sobre los genotipos que estan circulando entre los perros. De acuerdo
con una revision sistematica hecha para determinar la distribucién geografia en
el continente de los genotipos de G. intestinalis involucrados en las infecciones
de perros, la cual incluyé literatura cientifica disponible desde 1990 hasta el
2009, y donde solo se encontraron 10 articulos relacionados, demostré que el
genotipo mas identificado fue el A (6/10 estudios), seguido de los huésped
especificos C y D (3/10 estudios). EI genotipo menos identificado fue el B,
coincidiendo con lo descrito, pues éste genotipo no es tan comun en los perros
como el A. De Colombia no se encontraron reportes al respecto en las bases
de datos consultadas (datos sin publicar). La evidencia que involucra a los
perros como posible fuente de infeccién de G. intestinalis para los humanos ha
incrementado en los ultimos afos, tanto que, algunos autores consideran que
estos animales juegan un papel importante en la cadena de transmision del

parasito (9-12).

La transmision de G. intestinalis basicamente se da por contacto directo con
personas infectadas, o por la ingesta de quistes presentes en aguas, alimentos
y fomites (13); sin embargo, para los investigadores que respaldan la
transmision zoondtica, los animales también participan activamente en la
propagacion del parasito. Ellos plantean la transmision cruzada debido al
estrecho vinculo que puede existir entre animales y humanos, como sucede

con las mascotas, especialmente con los perros, ya que ellos pueden
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contaminar, con trazas de materia fecal adheridas a su pelaje u hocico,

elementos con los que luego estaran en contacto las personas (14, 15).

G. intestinalis, es uno de los parasitos mas encontrados al coprolégico de los
caninos y su prevalencia varia alrededor del mundo (16). Estados Unidos
reportd en el 2009 una prevalencia del 4% para este parasito, ocupando el
segundo lugar después de Cytoisospora (4,4%); mientras que en Europa,
segun datos publicados en el 2010, fue del 24,8%. La prevalencia estimada en
Canada es del 7% y en México del 45% (14, 17-20). Aunque la giardiasis es
comun en los caninos, muchos paises endémicos, donde se cree estan los mas
altos indices de infeccion en estos animales, desconocen si los perros

representan un riesgo significativo para la salud publica.

En Colombia, pais endémico para esta parasitosis, los datos sobre la infeccion
en perros son inciertos, pues los pocos estudios encontrados, realizados en
Medellin y Bogota, mostraron diversas prevalencias, entre 1 y 20% (21, 22),
pero ninguno de ellos identificé el genotipo causante de la infeccion. Este
desconocimiento no ha permitido aclarar el papel de nuestros caninos como
posibles fuentes de infeccion para las personas. De ahi que, el objetivo del
presente trabajo fue evaluar la epidemiologia de los genotipos zoondticos y
huésped especificos de especie de G. intestinalis en perros mascotas, del area
metropolitana del Valle de Aburra, durante el periodo de Septiembre de 2009 -

Octubre de 2010.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de estudio

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal para identificar los
genotipos de Giardia intestinalis en los perros incluidos, asi como, aspectos del

animal y de su entorno que pudieran estar asociadas con la infeccion.

2.2 Diseiio muestral

Disefio no probabilistico y de seleccion por conveniencia. Se colectaron, por
un periodo de 12 meses, un total de 581 muestras de tres laboratorios
veterinarios ubicados en area metropolitana del Valle de Aburra, Colombia.
Los perros de los cuales se obtuvo la muestra de materia fecal fueron aquellos
que asistieron a los laboratorios, entre Septiembre de 2009 y Octubre de
2010, de cualquier raza o edad y que fueron reconocidos por una persona o
familia como de su propiedad y que decidieron participar en el estudio,

firmando el respectivo consentimiento informado.

2.3 Analisis estadistico

El procesamiento y analisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS
version 18 (SPSS Inc. Chicago, USA). Para el analisis de la informacion se
realiz6 un analisis univariado mediante analisis de estadistica descriptiva
utilizando medidas de tendencia central, dispersién y analisis de frecuencias
absolutas y relativas; asi como, un analisis bivariado mediante las pruebas Chi-
cuadrado y el test exacto de Fisher, con el objetivo de buscar posibles

asociaciones entre las variables de estudio.
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2.4 Recoleccion de las muestras de materia fecal

Las muestras, emitidas espontaneamente por los animales, fueron recogidas,
sin ningun conservante, en recipientes plasticos por sus duefios o por personal
a cargo de la investigacion y luego llevadas al laboratorio para su analisis por
técnicas parasitologicas convencionales y moleculares. Los participantes
ingresaron al estudio en forma consecutiva hasta completar el tamano de la

muestra.

2.5 Analisis parasitolégico convencional

Cada muestra se analiz6 mediante un examen microscopico directo vy
empleando el método de concentracion de Willis-Molloy, el cual es usado de
rutina en los laboratorios de diagndstico veterinarios, teniendo en cuenta los

protocolos establecidos (13)

2.6 Encuesta

A cada duefio de perro que fue positivo para la presencia de Giardia intestinalis
evaluada por las técnicas de analisis parasitolégico convencional se le aplicé
una encuesta semiestructurada, para indagar sobre aspectos relacionados con
su mascota, como raza, sexo, edad, frecuencia de bafo, sintomas y algunos
habitos de comportamiento del perro dentro del hogar; en total fueron

evaluadas 12 variables.
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2.7 Concentracion de quistes y extraccion de ADN

Después de confirmar la presencia de G. Intestinalis con las técnicas
convencionales, se procedid a concentrar los quistes utilizando el método
comercial Parasep® (DiaSys Europe, Workingham, UK) teniendo en cuenta las
instrucciones del fabricante. EI ADN se extrajo a partir de los quistes
previamente concentrados, empleando el estuche comercial QlAamp DNA stool
minikit (QIAGEN, Hilden, Germany), de acuerdo con su protocolo. ElI ADN fue

almacenado a -20°C hasta su utilizacion.

2.8 Técnicas moleculares

Cada una de las 62 muestras se analizé con los marcadores genéticos [3-
giardina (bg), Triosafosfato isomerasa (fpi/) y Subunidad pequeha del RNA
ribosomal (ssu-rRNA), mediante técnicas moleculares basadas en PCR. Estos
genes son frecuentemente usados en los estudios de genotipificacion de G.
intestinalis. Las amplificaciones se realizaron en un termociclar TECHNE TC-
512 (TECHNE DUXFORD, Cambridge, UK). Los productos de PCR fueron
separados por electroforesis a 80 voltios por 1 hora, en geles de agarosa al 2%

tenidos con bromuro de etidio.

2.8.1 Marcador B-Giardina.

Este gen ha sido mapeado en el cromosoma 4, tiene una longitud de 90 kb y se
caracteriza por codificar una proteina estructural del disco ventral, especifica de
éste parasito (23), asi como por ser moderadamente variable. Para su analisis

se utiliz6 una PCR anidada con posterior digestion del producto con enzima de

14



restriccion (PCR-RFLP); protocolo previamente descrito que permite identificar
los siete genotipos (A-G) (24, 25). Inicialmente, se amplificé un fragmento de
753 pb con los iniciadores G7 y G759 (cuadro 1), teniendo en cuenta las
siguientes condiciones: un volumen final de reaccion de 50 pyl compuesto por:
buffer (KCI) a una concentracion de 1X, MgCl, a 1.5 mM, 0.3 uM de cada uno
de los iniciadores, 0.25 uyM de cada desoxinucleotido trifosfato (ANTPs), 1U de
Taq polimerasa (Fermentas, Foster City, Cal. USA) y 5 ul de ADN. En la
segunda PCR se generd un producto de 511 pb con los iniciadores pGiarF y
BGiarR (cuadro 1), bajo las mismas condiciones de la primera reaccién. El
perfil térmico empleado consistié en: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos
(G7-G759) o 55°C por 30 segundos (BGiarF-BGiarR) y 72°C por 30 segundos;
por ultimo, una extension a 72°C por 1 minuto. Para la RFLP, 10 pl del
producto de la ultima PCR fue digerido con la enzima BsuRI (Hae lll)
(Fermentas, Foster City, Cal. USA. Cat. ER0151) en un volumen final de 21 pl
por 4 horas a 37°C. El producto de la digestion se separo6 por electroforesis a
80 voltios por 2 horas, en geles de agarosa al 2.5% teiidos con bromuro de
etidio. Los tamafnos de bandas esperados para cada uno de los genotipos de
interés fueron: Genotipo A, 201, 150, 110 y 50 pb; Genotipo B, 150, 117, 110,
84, 26 y 24 pb; Genotipo C, 194, 150, 102, 50 y 15 pb; Genotipo D, 200, 194 y

117 pb.
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2.8.2 Marcador Triosafosfato isomerasa

La longitud del gen es de 200 kb, codifica para una enzima involucrada en el
metabolismo de la glucosa, se localiza en el cromosoma 5 y se considera muy
variable (23). En este caso se usdé una PCR semianidada, definida
anteriormente, utilizada para identificar solo los genotipos zoonéticos (A o B)
(26, 27). En la primera PCR se amplifico, individualmente, un fragmento de
576 pb para el genotipo A con los iniciadores TPIAIF - TPIAR y de 208 pb para
el B con los iniciadores TPIBIF — TPIBR (cuadro 1). La mezcla de trabajo, igual
para ambas reacciones, estuvo compuesta por: buffer (KClI) a una
concentracion de 1X, MgCl; a 2.7 mM, 0.3 uM de cada uno de los iniciadores,
0.25 uyM de cada desoxinucleotido trifosfato (ANTPs), 1.5U de Taq polimerasa
(Fermentas, Foster City, Cal. USA), albumina de suero bovino (BSA,
Fermentas, Foster City, Cal. USA. Cat. B14) a 0.1 pg/pl y 3 yl de ADN, para un
volumen final de 30 pl. Los productos de la segunda ronda de amplificacion
fueron de 476 pb empleando los iniciadores TPIAIIF - TPIAR y de 140 pb con
los iniciadores TPIBIIF - TPIBR, respectivamente. La mezcla utilizada en esta
fase fue igual a la anterior, excepto, por el uso del MgCl, a una concentracion
final de 1.25 mM. EI perfil térmico aplicado durante las amplificaciones
consistié en: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de 30
ciclos a 94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos (TPIAIF — TPIAR y
TPIBIF - TPIBR) 0 54°C por 30 segundos (TPIAIIF — TPIAR y TPIBIIF - TPIBR)

y 72°C por 1 minuto; por ultimo, una extensién a 72°C por 10 minutos.
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2.8.3 Marcador subunidad pequena del rRNA

La mayoria de copias del gen que codifica para la ssu-rRNA, alrededor de 60,
han sido mapeadas en el cromosoma 1 (23). Las secuencias de rRNA son
conservadas a nivel de especies y por lo tanto es un buen marcador molecular
para estudios genéticos (6). Para el analisis del marcador ssu-rRNA se realizdé
la amplificacién de secuencias mediante PCR y posteriormente la purificacion y
secuenciacion de los productos, esto con el fin de identificar los siete genotipos
(A-G) descritos para Giardia intestinalis (28). Se amplifico un fragmento de 292
pb usando los iniciadores RH11 y RH4 (cuadro 1) y las condiciones del perfil
térmico descritas previamente (28). La reaccidon de amplificacion se realizé en
un volumen final de 25 pl, que contenia buffer (KCI) a 1X, MgCl,a 1.5 mM, 0.12
MM de cada uno de los iniciadores, 0.25 yM de cada desoxinucleétido trifosfato
(dNTPs), 0.7U de Taq polimerasa (Fermentas, Foster City, Cal. USA),
Dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma, St. Louis, MO, USA) al 5% y 5 pl de ADN. El
perfil térmico utilizado fue: desnaturalizacidon inicial a 96°C por 2 minutos,
seguida de 40 ciclos a 96°C por 20 segundos, 59°C por 20 segundos y 72°C
por 30 segundos, con una extension final a 72°C por 7 minutos. Los productos
de PCR obtenidos se enviaron a purificar y secuenciar en ambas direcciones
en la compafia Macrogen en Corea. La edicion de las secuencias se realizo
con el programa BioEdit® (Sequence Alignment Editor. Versién 7.0.5.3) y el
alineamiento multiple se realizo con ClustalW®

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Luego de este analisis se

selecciond una secuencia de cada grupo que presenté un 100% de identidad

en las comparaciones de nucledtidos, esto con el fin de realizar un BLASTn
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(Basic Local Alignment Search Tool) en la base de datos del NCBI (National

Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), como una

primera aproximacidon metodolégica para determinar el genotipo de G.
intestinalis correspondiente a las muestras amplificadas y secuenciadas en
este estudio. Adicionalmente, se descargaron del GenBank varias secuencias
de referencia correspondientes a los genotipos A, B, C y D (Cuadro 2). A partir
de las secuencias obtenidas en este trabajo y las secuencias de referencia se
construyé un arbol filogenético basado en distancias genéticas usando el
algoritmo de Neighbour joining (NJ) bajo el modelo Tamura Nei, con un
Bootstrap de 1000 réplicas en el programa MEGA version 3.1 (MEGA 3.1:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis software, Arizona State University,
Tempe, Arizona, USA). Asi mismo, se realizé un analisis genealdgico usando
todas las secuencias (de este estudio y de referencia) mediante el método de
parsimonia estadistica (Intervalo de confianza de 95%) usando el programa
TCS (Phylogenetic network estimation using statistical parsimony. Version 1.21)

(29)

Tabla 1. Iniciadores empleados en las PCR

MARCADOR | INICIADOR | ORIENTACION SECUENCIA PRODUCTO
G7 . AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC
753
G759 R GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC
bg

BGiarF F GAACGAGATCGAGGTCCG

511
BGiarR R CTCGACGAGCTTCGTGTT
RH11 F CATCCGGTCGATCCTGCC

ssu-rRNA RH4 R AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG 292
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TPIAF-I F CGAGACAAGTGTTGAGATG

TPIAR R GGTCAAGAGCTTACAACACG 576

TRIAF-II F CCAAGAAGGCTAAGCGTGC 476
toi TPIBF-I F GTTGCTCCCTCCTTTGTGC

TPIBR R CTCTGCTCATTGGTCTCGC 208

TPIBF-II F GCACAGAACGTGTATCTGG 140

3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas de los perros

De las 581 muestras de perros que fueron evaluadas por las técnicas
parasitolégicas convencionales, solo el 10,67% (62/581) fueron positivos para
G. intestinalis, de estos, el 59,6% (34/62) tenian mas de un afio de edad, el
56,5% (35/62) eran hembras y el 43,5% (27/62) machos. La raza mas
frecuente fue la criolla con un 33,9% (21/62) seguido de la Poodle con un
16,1% (10/62). La mayoria, el 79% (49/62), habitaban en domicilios de la
ciudad de Medellin, el resto, en domicilios de algunos municipios del area
metropolitana. También se encontré que el 96,8% (60/62) de estos animales
nunca habian sido vacunados contra Giardia y el 62,1% (36/62) se habian
desparasitado en los ultimos 6 meses. El 56,5% (35/62) presenté algun
sintoma, siendo la pérdida de apetito el mas reportado con un 19,4% (12/62).
Casi la mitad de los perros, el 48,4% (30/62), defecaban dentro de la casa, los
demas lo hacian fuera de ella. La frecuencia de bafio en el 74,2% (46/62) de

los perros fue igual o menor a 15 dias. El 61,3% de estos animales mantenia

19




una estrecha convivencia con sus duefos, pues permanecian dentro de la casa
compartiendo los mismos espacios con ellos. En este estudio no se encontrd
asociacion entre sintomas, edad, sexo, raza, lugar donde permanecia el perro

dentro de la casa, lugar donde defecaba y el genotipo identificado.

3.2 Genotipificacion

3.2.1 Marcador bg

El 45,2% (28/62) de las muestras amplific6 con este marcador (Figura 1),
donde el 75% (21/28) fue clasificado, de acuerdo con la RFLP (Figura 2), como
genotipo D, el 14,3% (4/28) como C, el 7,1% (2/28) como B y el 3,6% (1/28)

como A (Cuadro 3).

3.2.2 Marcador ssu-rRNA

Del total de muestras positivas para G. intestinalis, se logré la amplificacion y
secuenciacion del marcador ssu-RNA en el 22,6% (14/62) de las muestras
(Figura 3). Al comparar las 14 secuencias obtenidas en este trabajo con las
secuencias de referencia para los genotipos A, B, C y D obtenidas del
GenBank (Cuadro 4), se determindé que el 42,9% (6/14) corresponden al

genotipo D, el 35,7% (5/14) al C, el 14,3% al By el 7,1% (1/14) al A (Cuadro 3).

En concordancia con el analisis BLASTn, el arbol filogenético construido por el
método de Neighbour joining y la genealogia de los genotipos encontrados,
mostraron el agrupamiento de las secuencias pertenecientes a los mismos
genotipos, independientemente del lugar de procedencia de la muestra. Asi, la

secuencia identificada en este trabajo como genotipo A (60GENAMED) agrup6
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con las 10 secuencias obtenidas desde el GenBank registradas como genotipo
A de muestras de USA, Australia, Holanda, China y Corea; las dos identificadas
como B (16GENBMED Y 20GENBMED) lo hicieron con las ocho registradas
como B de muestras de USA, Australia y Holanda; las cinco identificadas como
C (23GENCMED, 37GENCMED, 30GENCMED, 19GENCMED Y
27GENCMED) agruparon con las dos registradas bajo este genotipo
pertenecientes a muestras de Australia; y las seis restantes identificadas como
D lo hicieron con las tres registradas con este mismo genotipo de muestras de
Australia y Holanda (Figura 4 y 5). Las 14 secuencias obtenidas en este
estudio mostraron 100% de identidad, segun el genotipo identificado, con las
23 secuencias obtenidas del GenBank. En conjunto, estos resultados validan
el proceso de genotipificacion de G. intestinalis aislada de perros de Envigado y
Medellin, ya que se pudo evidenciar que cada genotipo identificado coincidio

con las secuencias reportadas en el GenBank.

3.2.3 Marcador tpi

Dado que con este marcador solo se podia identificar los genotipos zoond6ticos
(A o B), unicamente se logré amplificar el 3,2% (2/62) de las muestras (Figura
6), especificamente las dos identificadas como genotipo B, ya que la muestra
genotipificada como A con los otros dos marcadores, no amplificd el producto

esperado para éste marcador (Cuadro 3).

En total, 30 muestras de las 62 (48.4%) pudieron genotipificarse, el 70%

(21/30) como D, el 20% (6/30) como C, el 6,7% (2/30) como B y el 3,3% (1/30)
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como A; es decir, en el 90% (27/30) se identific6 genotipos huésped

especificos y en el 10% genotipos zoonéticos (Cuadro 3).

Tabla 2. Secuencias de la ssu-rRNA obtenidas del GenBank usadas en los

alineamientos

N° ACCESO GenBank GENOTIPO FUENTE PAIiS DE ORIGEN
M54878 A Humano USA
AF199446, X52949 A Humano Australia
AY826204, AY826206, A Humano Holanda
AY826205
AJ293296, AJ293298, A Humano China
AJ293297
AJ293301 A Humano Corea
AF199447,1.29192, B Humano Australia
AF113898
U09492 B Humano USA
U09491, AY826201, B Humano Holanda
AY 826202, AY826207
AF199449, AF113899 C Perro Australia
AF199443, AF113900, D Perro Australia
AY827496

Tabla 3. Resultados de la genotipificacion de Giardia intestinales usando los

marcadores bg, ssu-rRNA y tpi

CcODIGO bg ssu-rRNA toi GENOTIPO
MUNICIPIO
MUESTRA Genotipo | Genotipo | Genotipo | DEFIINITIVO
1 Envigado D D - D
2 Medellin C - - C
Medellin
5 D - - D
Medellin
12 D D - D
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15

Medellin

16

Medellin

19

Envigado

20

Medellin

23

Medellin

25

Medellin

26

Medellin

27

Medellin

29

Medellin

30

Medellin

34

Medellin

36

Medellin

37

Medellin

41

Medellin

43

Medellin

47

Medellin

48

Medellin

49

Envigado

51

Bello

53

Bello

54

Medellin

55

Medellin
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57 Envigado D - - D
Medellin

58 D - - D
Medellin

60 A A - A
Medellin

61 D - - D

1

USAGENAHUM(MS4878)

23GENCMED

AUSGENCDOG{AF199449)

F7GENCMED
FOGENCMED

33

AUSGENMCDOG(AF113893)

19GENCENY

27GENCMED

AUSGENAHUMAF 199446)
CHIGENAHUM(AJ293297)
AUSGENAHUM(2949)
KORGENAHUM(AJ293301)
HOLGENAHUM(AYB26205)
HOLGENAHUM(AYB26206)
CHIGENAHUM(AJ293298)
CHIGENAHUM(AJ293296)
| HOLGENAHUM(AYE26204)
BOGENAMED
|| TEGENBMED
HOLGENEHUM(U09491)
AUSGENBHUM(L29192)
AUSGENBHUM(AF113898)
[onGENBMED
39 | HOLGENBHUM(AYB26:207)
HOLGENBHUM{AYE25202)
USACENBHUM{LUOD492)
AUSGENBHUM(AF199447)
HOLGENBHUM(AYB26201)
12GENDMED
1GENDENY
AUSGENDDOG(AF 113900)
AUSGENDDOG(AF 199443)
— HOLGENDDOG(AY827496)
48GENDMED
15GENDMED
2EGENDMED
36GENDMED
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Figura 4. Neighbour Joining (NJ) basado en las distancias genéticas estimadas con
las secuencias de la ssu-rRNA obtenidas en este estudio (recuadro rojo) y del

GenBank (cuadro 2) bajo el modelo Tamura Nei, con un Bootstrap de 1000 réplicas.

GENOTIPO B

GENOTIPO A GENOTIPO C

SECUENCIAS DELESTUDIO

ECUENCIAS USA

ISECUENCIAS HOLANDA
.iECU ENCIAS AUSTRALIA

ECUENCIAS CHINA
CSECUENCIAS KOREA

GENOTIPO D

Figura 5. Analisis genealdgico de las secuencias de la ssu-rRNA obtenidas en este
estudio y del GenBank. Los circulos representan cada genotipo de G. intestinalis 'y
las porciones en las que esta dividido cada circulo es proporcional al nimero de
secuencias incluidas en el analisis y cada color el origen de estas. Las barras

horizontales representan pasos mutacionales.

4. DISCUSION

En nuestro trabajo fueron utilizados tres marcadores moleculares lo que

proporcioné la informacidon necesaria para determinar correctamente el
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genotipo de cada aislado, a diferencia de algunos estudios, donde fue dificil
concretar el genotipo debido a variaciones en los resultados; es el caso de una
investigacion realizada en India, donde se identific6 en humanos los genotipos
C y D con el marcador ssu-rRNA, mientras que, con los marcadores tpiy ef-1
dieron genotipos zoonéticos (10). Algo similar ocurri6 en Etiopia, con el
marcador bg se clasificé aislados de humanos como genotipo F, pero no se
pudo confirmar estos resultados con otros marcadores (30). Este fendmeno lo
unico que ha permitido es generar mas preguntas acerca de las técnicas de
genotipificacion, la biologia del parasito, su taxonomia y por supuesto su
epidemiologia. En ocasiones, el empleo de un solo marcador para caracterizar
molecularmente a G. intestinalis puede generar resultados confusos; de ahi
que en la actualidad sean muy recomendados los estudios multilocus, como los
utilizados en nuestro estudio, dado que presentan un alto poder discriminatorio

y no permiten asignar equivocadamente el genotipo (10, 30, 31). .

En nuestro estudio, el 90% (27/30) de las muestras amplificadas, se
genotipificaron como C y D. Entre los genotipos huésped especificos del perro,
el D parece ser el mas frecuente de los dos, tal como se observo en este
trabajo y en otros que han involucrado aislados recuperados de estos animales,
pues en Tailandia el genotipo D se encontr6 en el 31% de los animales
estudiados y el C en el 12%, al igual que en Brasil y Nicaragua, donde el D
estuvo presente en el 74,1% y el 62,5%, mientras que, el genotipo C, se hall
en el 25,9% y el 37,5%, respectivamente (11, 25, 32-34). En este trabajo se
encontré algunos perros infectados con los genotipos zoonoticos, lo cual

sugiere, la posible transmisién cruzada de estos genotipos entre humanos y
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perros debido a la cercania en la que conviven, pues los tres animales donde
fueron identificados los genotipos A y B permanecian solo dentro de la casa.
Estos resultados difieren de los encontrados en otros paises endémicos para el
parasito, como Meéxico, Brasil, Tailandia e India, donde prevalecen los
genotipos zoondéticos en los caninos (10, 11, 35-37); pero también demuestran,
que los genotipos no estan restringidos a una sola zona geografica y que su

prevalencia varia entre paises.

Interesantemente, se hallé en este trabajo el predominio de los genotipos
huésped especificos entre perros que habitan areas urbanas y que comparten
espacios con sus duefos, contrario a lo que han documentado algunos
autores, los cuales afirman que estos genotipos son mas frecuentes en
animales de areas rurales, pues en estos ambientes los caninos, generalmente,
no conviven en estrecho contacto con los humanos, como si sucede en las
areas urbanas (3, 15, 37). Este comportamiento probablemente se deba,
segun Thompson y colaboradores, a que los genotipos huésped especificos,
mejor adaptados y por exclusion competitiva, no han permitido que los
genotipos A y B, quienes no son propios de los animales, colonicen el intestino
de los perros; o porque la frecuencia de transmisién de los genotipos
zoonoticos es baja entre los humanos que habitan con ellos, lo cual hace que
predomine el genotipo de mayor circulacion, que en este caso serian los
genotipos huésped especificos del perro (15). Sin embargo, no se puede
descartar la posibilidad de que perros infectados con los genotipos zoonoticos,
como los que encontramos en este estudio, sirvan como fuentes de infeccidn

para otros perros asi como para los humanos, y que con el tiempo estos
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genotipos lleguen a desplazar del todo a los huésped especificos, como se
cree a sucedido en algunas zonas del mundo donde predominan estos; hecho
que modificaria la epidemiologia de este parasito entre ambos huéspedes en
nuestro medio, pues los perros bajo estas circunstancias se convertirian en un
riesgo potencial para los humanos, incluso, bajo condiciones higiénico

sanitarias favorables.

Con el marcador bg se logré mejores resultados en la amplificacion que con el
de la ssu-rRNA, el 45,2% (28/62) y el 22.6% (14/62) de las muestras,
respectivamente, 12 de ellas amplificadas por ambos marcadores (cuadro 3).
Algunas de las causas reportadas por las cuales, probablemente, no se pudo
obtener los amplificados esperados son: destruccion de los quistes, sobre todo
en muestras con baja concentracion y almacenadas por largo periodo; quistes
no viables; degradacion del DNA y la presencia de inhibidores (27, 38-40);
aunque, también se reportan elementos propios del marcador a los que se les
ha atribuido este tipo de inconveniente, como son, el alto contenido de Guanina
y Citosina, en el caso del marcador ssu-rRNA, o polimorfismos sobre la
secuencia blanco de los iniciadores que no permiten el correcto alineamiento
(5, 24, 27, 41). A pesar de implementar medidas para controlar estas variables,
como el procesamiento de las muestras (extraccion de ADN y PCR) después
de recibidas, el uso de un estuche de extraccion con un método de remocion
de inhibidores de la materia fecal, la dilucion de cada una de estas, el uso de
ciertos reactivos (BSA, DMSO) y la reamplificacion de algunos productos, no
fue posible genotipificar un mayor numero aislados. Resultados similares se

han presentado en algunos estudios que han utilizado los mismos marcadores.
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En India, solo se amplifico 8 de las 23 muestras estudiadas con el marcador
ssu-rRNA y 17 de 29 con el tpi (10). En Argentina, durante dos estudios
realizados, ambos usando el marcador tpi, se amplifico 28 de 34 muestras en
uno y en el otro 43 de 60 (27, 42). Incluso, también se han presentado los
mismos inconvenientes con marcadores diferentes a los usados en este
estudio, es el caso de un trabajo realizado en Cuba, que empleo el marcador
gdh, donde solo se amplifico 20 de las 95 muestras incluidas (39). Lo anterior
demuestra, que la no amplificacion de los diferentes marcadores es uno de los
problemas con los que se tiene que enfrentar los investigadores al momento de

genotipificar G. intestinalis.

Segun los resultados conseguidos, no se presentd infecciones por dos
genotipos al tiempo, es decir, infecciones mixtas, como si se ha visto en otros
trabajos, donde también han genotipificado G. intestinalis de perros
pertenecientes a zonas urbanas, pues en Alemania, un estudio encontro el
28% de los perros infectados con dos genotipos y uno realizado en Tailandia

encontré el 33% (11, 12).

La frecuencia de infeccion por G. intestinalis en este trabajo fue del 10,67%,
concordando con las reportadas en algunos paises de América con
condiciones socioeconomicas similares a Colombia. En Brasil se han
registrado frecuencias entre un 10% y 30%, en México de 45% y en Peru entre
un 9% y 15%% (14, 43-45). Sin embargo, es importante mencionar que los
perros diagnosticados en este estudio, fueron animales, que en su mayoria,

presentaron algun sintoma, no se tuvo en cuenta los asintomaticos, donde
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probablemente se encuentre un numero importante de caninos infectados, lo

que podria aumentar esta frecuencia.

En conclusion, este es el primer reporte en Colombia que aporta informacion
acerca de genotipos de G. intestinalis en perros. Los estudios multilocus
presentan un alto poder discriminatorio y permiten interpretar los resultados con
mayor seguridad. Los cuatro genotipos que pueden infectar a los caninos
estan circulando entre perros de Medellin. Aunque, se encontré pocos
animales infectados con los genotipos zoondticos, éstos pueden representar un
riesgo para la salud publica, ya que es probable que actuen como fuentes de
infeccion para los humanos, incluso, para otros animales. Nuevas
investigaciones que involucren diferentes huéspedes de G. intestinalis son
requeridas para seguir comprendiendo la transmision y su compleja
epidemiologia, pero también, para determinar el verdadero potencial zoonético

de este parasito, tema que en la actualidad esta siendo cuestionado.

Figura 1. Productos PCR anidada marcador bg; carril 1: Marcador de peso molecular (50 pb);
carril 2: control positivo (cepa WB G. intestinalis); carril 3 a 11: muestras de perros; carril 12:

control negativo.
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Figura 2. Productos RFLP marcador bg; carril 1 y 8: Marcador de peso molecular (50 pb); carril

2y 3: genotipo D; carril 4: genotipo C; carril 5: genotipo A; carril 6 y 7: genotipo B.

Figura 3. Productos PCR marcador ssu-rRNA; carril 1: Marcador de peso molecular (50 pb);
carril 2: control positivo (cepa WB G. intestinalis); carril 3 a 6: muestras de perros; carril 7:

control negativo.
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Figura 6. Productos PCR semianidada marcador fpi para genotipo B; carril 1: Marcador de peso
molecular (50 pb); carril 2: control positivo (cepa GS G. intestinalis); carril 3 y 4: muestras de

perros; carril 5: control negativo.
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