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INTRODUCCION 1

Giardia lamblia (G. duodenalis; G. intestinalis), es un parasito del intestino
delgado que afecta principalmente a niflos y produce cuadros clinicos de variada
intensidad desde la infeccién asintomética hasta cuadros graves de diarrea
crénica con sindrome de malabsorcién. Si bien, en los Gltimos afos se ha
incrementado el conocimiento de la fisiopatogenia de la infeccién por Giardia,
hasta el momento, los factores que determinan la variabilidad de las
manifestaciones clinicas de giardiosis no estan completamente esclarecidos.

Giardia lamblia presenta siete genotipos (A, B, C, D, E, F, Q)
morfolégicamente indistinguibles al microscopio &éptico pero con diferentes
caracteristicas genotipicas y fenotipicas. Si bien, estos genotipos presentan
diferente especificidad de huésped, solamente los genotipos A y B producen
enfermedad en el hombre.

En este trabajo de Tesis se analizd la distribucién de los genotipos de
Giardia lamblia presentes en el pais y las eventuales relaciones entre el genotipo
hallado y las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de las comunidades

estudiadas.
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INTRODUCCION 2

1.1 Historia

Giardia fue descripta inicialmente en 1681 por van Leeuwenhoek al
examinar heces diarreicas en el microscopio éptico. Lambl (1859) describié con
gran detalle a este parésito y lo llamé Cercomonas intestinalis. Luego Kunstler
(1882) le otorgd el nombre de Giardia. Blanchard (1888) propuso Lamblia
intestinalis y Stiles (1902) eligié Giardia duodenalis. Finalmente, Kofoid y col.
(1915) propusieron el nombre Giardia lamblia. En los afios 50, Filice describié 3
especies de Giardia: G. duodenalis, G. murisy G. agilis baséndose en criterios

morfoldgicos al microscopio 6ptico (Adam, 2001).

Con el advenimiento del microscopio electrénico de barrido (SEM), se
reconocieron dos nuevas especies G. ardeaey G psittaci. Ahos mas tarde, Feely
(1988) describié una nueva especie denominada G. microti que se diferencia de
G. lamblia en la morfologia del quiste y en la subunidad pequefia del ribosoma

(SSU-ADNr) (Adam 2001; Thompson y Monis, 2004).

A partir de 1970, se acepté ampliamente el nombre de Giardia lamblia
para este parésito aunque diversos autores prefieren utilizar sinénimos como G.
duodenalis o G. intestinalis. Segiin Adam (2001), no existe razén para abandonar

el término Giardia lamblia que ha sido aceptado por la literatura cientifica.

En resumen, actualmente se reconocen 6 especies de Giardia: G. lamblia,
G. agilis, G. muris, G. psittaci, G. ardeaey G. microti con distinta especificidad de

huésped (Adams y col., 2004; van Keulen y col., 1998) (tabla 1.1)
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INTRODUCCION 3

Tabla 1.1: Especies de Giardiay huéspedes involucrados. Extraido de Adam (2001).

Especies de Giardlia Huéspedes

G. lamblia Humanos y otros mamiferos
G. muris roedores

G. microti ratones y ratas almizcleras
G. psittaci aves

G. ardeae aves

G. agilis anfibios

1.2 Epidemiologia

G. lamblia es el parésito productor de diarrea diagnosticado con mas
frecuencia en todo el mundo. Afecta principalmente a los nifios y produce
infecciones de espectro clinico variable, desde cuadros asintomaticos hasta
diarreas graves con malabsorcién (Thompson, 2004)

La giardiosis es una infeccidn cosmopolita de tipo zoondtico cuya
prevalencia varia entre 2 y 5% en paises industrializados, y puede superar el
30% en paises en desarrollo (Eligio-Garcia et al., 2005; Minvielle y col., 2004).
Seglin la OMS, la giardiosis tiene una distribucidn global estimada en 2,8x108
casos anuales y G. lamblia es el parésito intestinal més frecuentemente detectado
en seres humanos. En Asia, Africa y Latinoamérica, alrededor de 2x108 personas
presentan giardiosis sintomatica y se diagnostican 5x10° nuevos casos por afio

(Thompson, 2004).

En 2004, un estudio llevado a cabo por Minvielle y colaboradores ha
detectado una prevalencia de G. /amblia del 6% en una comunidad rural de
Buenos Aires. Otros relevamientos epidemiolégicos realizados en habitantes de
hogares transitorios y asentamientos precarios de Argentina han reportado

prevalencias de 23 y 29% (Minvielle y col., 2004). Estudios realizados en La
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INTRODUCCION 4

Plata, Argentina han encontrado prevalencias de G. /amblia de 10 a 34% en
humanos (Gamboa y col., 2003).

En Chaco, se ha reportado una prevalencia de G. /lamblia de 24% (Lépez
Santorno y col., 2006) y en distintos barrios de La Rioja se ha encontrado G.
lamblia en el 52% de los nifios y en el 48% de los animales estudiados (Amaya y
col., 2006). Ademas, este parésito ha sido detectado en muestras ambientales, en
aguas de consumo y de recreacién en diferentes zonas del pais (Pierangeli y col.,

2003).

La fuente de infeccién de G. /amblia es la materia fecal contaminada con
quistes proveniente de humanos o animales como perros, gatos, ovejas, cabras,
vacas, cerdos, caballos, entre otros. Por otro lado, una persona infectada con G.
lamblia puede eliminar hasta 9,0x108 quistes por dia, una cantidad mucho mayor
que la necesaria para causar infecciéon (100 quistes) (Cueto Rua y Feldman,

2006).

La giardiosis se propaga tanto en forma endémica por contagio
interpersonal, ingestion de alimentos contaminados, falta de saneamiento
ambiental o ausencia de normas higiénicas, como en forma epidémica a través
del agua contaminada. La diseminacién hidrica de este parésito se produce
principalmente cuando las aguas cloacales contaminan los acuiferos o las fuentes
de agua potable. En muchos paises del mundo se han detectado epidemias por
consumo de agua contaminada con quistes de Giardia. Por ejemplo, entre 1942 y
1980, en Estados Unidos se produjeron 42 brotes de giardiosis por consumo de
agua contaminada. Sumado a ello, este parésito presenta varias caracteristicas
que favorecen su transmisién: posee una dosis infectante baja, sus quistes son
infectantes al ser excretados con las heces, pueden sobrevivir en el ambiente
durante semanas o meses y pueden contaminar el agua y los alimentos de
consumo, ademds de transmitirse directamente entre los seres humanos y de los

humanos a los animales o viceversa (Cueto Rua y Feldman, 2006).
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La transmisién directa o indirecta entre distintos huéspedes se incrementa
en lugares con alta densidad de poblacién o por contacto estrecho entre las
personas y los animales. Otros factores de riesgo estdn asociados a la inmersién
en aguas contaminadas, al consumo de agua no tratada y al consumo de

vegetales crudos como lechuga y frutas (Caccio y col., 2005).

1.3 Ciclo Biolégico

Como otras especies de este género, el ciclo biolégico de G. lamblia
incluye dos fases o estados: el trofozoito (forma vegetativa) y el quiste (forma de
resistencia e infecciosa).

La infeccién del huésped comienza cuando los quistes ingresan por la via
oral. Luego de su paso por el estémago, llegan al segmento duodeno-yeyunal y
se produce el desenquistamiento, liberando los trofozoitos al lumen intestinal

(figura 1.1).

Figura 1.1: Quiste de Giardia lamblia en el lumen intestinal (en reposo y durante el

desenquistamiento). El quiste mide 8-12 um por 5-8 um. Extraido de Hehl (2007).

El desenquistamiento /in vitro de G. lamblia puede ser inducido utilizando
soluciones acidas que imitan las condiciones del estébmago. El pH éptimo para
este proceso oscila entre 1,3 y 4. La citoquinesis del desenquistamiento es répida,
se completa en 30 min dando origen a dos trofozoitos binucleados (Cueto Ria y

Feldman, 2006).
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Los trofozoitos liberados atraviesan la barrera de moco, se adhieren al
epitelio intestinal y se alimentan captando nutrientes de la luz intestinal mediante
vesiculas pinocitéticas. Esta predileccion de los trofozoitos por el yeyuno sugiere
que requieren una alta concentracién de nutrientes para su supervivencia y
proliferacién, entre ellos, el colesterol, elemento fundamental para la biogénesis
de sus membranas y en el proceso de enquistamiento (Lujan y col., 1997).

Luego, los trofozoitos se multiplican y colonizan la superficie intestinal.
Ante ciertos estimulos como la exposicién a sales biliares, algunos de ellos se
enquistan en el yeyuno. Las condiciones especificas que promueven el
enquistamiento incluyen el pH levemente alcalino y sales biliares conjugadas con
acidos grasos (Adam, 2001; Cueto Rua y Feldman, 2006). En 1996, Lujan y
colaboradores demostraron que el estimulo inductor del enquistamiento de
Giardia es la ausencia de colesterol, ya que la adicién de este lipido del medio

bloquea el enquistamiento por mecanismos no totalmente conocidos.

La biogénesis de la pared protectora es el mecanismo clave para la
continuacién del ciclo bioldgico. Es un proceso coordinado que puede dividirse
en 3 etapas: i) el estimulo de enquistamiento y la regulacién de la expresién de
los genes especificos del proceso; ii) la sintesis, el transporte intracelular de las
proteinas de la pared quistica (CWP) y su secrecién vy iii) el ensamble extracelular
de la pared en formacién en la superficie del trofozoito enquistante (Lujan y col.,
1997).

Por dltimo, los quistes formados son eliminados con las heces,
completando el ciclo biolégico al infectar un nuevo huésped (Noemi y Atias,

1993) (figura 1.2)
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qreisfe de G Iean Blicr

Agua, alimentos o
manos con quistes

trofozoito

troforoitos

Figura 1.2: Ciclo biolégico de Giardia Ilamblia. Extraido de CDC,
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

1.4 Trofozoito de G. /lamblia
1.4.1 Morfologia

El trofozoito es piriforme, de 12-15 um x 5-9 um, convexo dorsalmente y
con una concavidad ventral. El citoesqueleto incluye un cuerpo medial, cuatro
pares de flagelos y un disco ventral (adhesivo o suctorio) (Adam, 2001) (figura
1.3). Ademéds, posee 2 nucleos, reticulo endoplasmético (RE) y wvesiculas
periféricas tipo lisosoma (PV). Segin Abdul-Wahid y Faubert (2004) los

trofozoitos muestran una ausencia aparente de organelas como mitocondrias,
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peroxisomas y compartimientos necesarios para el trafico y la secrecidon

intracelular de proteinas, tales como el aparato de Golgi y granulos de secrecién.

Cuerpo basal

Nucleo

Disco ventral

Flagelo

anterior Cuerpos mediales

Flagelo
posterior

Flagelo

e
ventral

Flagelo
g
caudal

Figura 1.3: Trofozoito de G. /lamblia, Extraido de Faubert (2000).

Dentro del trofozoito de Giardia se distinguen las siguientes estructuras:

Nucleos:

Posee dos nucleos ovoides, situados simétricamente a cada lado de la
linea media, con un gran cariosoma central. Mediante coloraciones nucleares con
DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) o Pl (ioduro de propidio) se determind que
ambos nucleos poseen aproximadamente la misma cantidad de ADN.

No se ha demostrado la presencia de nucléolo lo que sugiere que la
transcripcién de ARNr y su procesamiento no estdn localizados en ciertas

regiones del nicleo (Adam, 2001).
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Citoplasma:

Posee una estructura caracteristica denominada disco ventral que se
encuentra implicada en la adherencia al epitelio intestinal. Las proteinas
constituyentes de este disco son las giardinas, un grupo de proteinas de
conformacién alfa hélice y pesos moleculares entre 29 a 38 kDa. Ademas, el
disco contiene proteinas contréctiles como actinina, miosina y tropomiosina que
constituyen la base bioquimica para la contraccién y adherencia, y tubulinas,
proteinas que constituyen los microtabulos del disco ventral y de los flagelos

(Adam, 2001).

Los cuerpos mediales son componentes del citoesqueleto que estdn
localizados en la linea media del trofozoito y son el sitio de ensamble de los

microtibulos del disco ventral.

Ademads, presenta cuatro pares de flagelos que se originan de cuatro pares
de cuerpos basales en la cara ventral del trofozoito con sus correspondientes

axonemas (Adam, 2001) (figuras 1.4 y 1.5).

Recientemente, en el trofozoito de Giardia se ha identificado vy
caracterizado la presencia de mitosomas, pequefias organelas con doble
membrana y sin ADN, cuya funcién estd relacionada con la maduracién de
proteinas ferro-sulfaricas y no con el metabolismo energético.

Morfolégicamente se diferencian en mitosomas periféricos que se
distribuyen al azar en el citoplasma y mitosomas centrales que se encuentran

fijados al cuerpo basal en el centro de la célula (Hehl y col., 2007).
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Figuras 1.4 y 1.5: Microfotografias del trofozoito y del disco ventral de Giardia lamblia.
Barra: 1 um. Extraido de Benchimol y col. (2004).

Basado en estudios morfoldgicos y de proteinas marcadoras se han
documentado 3 tipos de compartimientos membranosos en los trofozoitos.

El compartimiento mejor caracterizado es el reticulo endoplasmético (RE),
el cual se extiende bilateralmente a través de toda la célula y se continta con la
membrana nuclear. El segundo compartimiento es un sistema de vesiculas
periféricas (PV) con actividad lisosomal y endosémica. El tercer tipo de
compartimiento es el inico que contiene material de secrecién y son las vesiculas
secretorias especificas de enquistamiento (ESV). Estas estructuras subcelulares
contienen sustancias (proteinas y glicanos) destinadas a la formacién de la pared

quistica (Hehl y Marti, 2004).

1.4.2 Proteinas variantes de superficie (VSP)

Los trofozoitos presentan en la superficie, un tipo especial de proteinas
integrales de membrana, denominadas proteinas variantes de superficie o VSP

que son codificadas por los genes vsp presentes en el genoma de Giardia.
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Estas VSP son una familia inusual de proteinas ricas en cisteina con pesos
moleculares entre 50 y 200 kDa (Singer y col., 2001). Todas tienen un alto
contenido en cisteina (alrededor de 12%) y la mayoria presenta un motivo
CXXC, donde XX son 2 aminoécidos cualquiera, asi como una regién altamente
conservada en C-terminal, una regién con estructura tipo dedos de Zn y otras
regiones comunes (figura 1.6). Las VSP varian en su resistencia a proteasas
intestinales por lo que ciertos autores sugieren que esta propiedad actuaria como
un mecanismo de seleccién positiva, ya que los trofozoitos con estas VSP serian

capaces de sobrevivir en el medio intestinal (Nash, 2002; Svard y col., 1998).

comgarvad
[~40 aa)

—t—

T cT

CRIGKA

[CEXC.  CXC  GERG],

warlabla

Figura 1.6: Caracteristicas estructurales de las proteinas variantes de superficie. Extraido
de Hehl (2007)

El ndmero de genes vsp en el genoma se ha estimado en 150
aproximadamente. Sin embargo, debido a que el repertorio de genes vsp varia
en los distintos aislamientos, el nimero de estas proteinas es considerablemente
mayor (Nash, 2002). Estos genes estdn presentes en la mayoria de los
cromosomas de G. lambliay corresponden aproximadamente al 2% del genoma

(Adam, 2001).

1.4.3 Variacién antigénica de las VSP (Switching)

El trofozoito de G. /lamblia presenta variacién antigénica de sus proteinas

de superficie. Este fendmeno ocurre en una amplia variedad de microorganismos,
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incluyendo protistas, bacterias y virus. Si bien se han descripto numerosos roles
biolégicos para este fendmeno, el rol més citado es el escape inmunolégico. Sin
embargo, se ha documentado la variacién biolégica en organismos de vida libre
en respuesta a estimulos ambientales, lo que es dificil de reconciliar con el rol de
evasiéon de la respuesta inmune del huésped, indicando que la variacién biolégica
cumple con otras funciones ademads del escape inmunolégico (Singer y col.,
2001).

Estudios llevados a cabo por Nash (2002) han reportado que ciertas VSP
interactian mejor con un tipo de huésped que con otro y que existen claras
preferencias de ciertas VSP por diferentes huéspedes. Una explicacién posible
para el gran repertorio de VSP presentes en el genoma seria que la variacién
antigénica de las proteinas de superficie permitiria que el parasito aumente su
supervivencia en muchas especies de huéspedes. Por lo tanto, la variacién de los
antigenos de superficie de Giardia podria promover la transmisién a especies

diversas a partir de un solo huésped infectado. (Singer y col., 2001).

Las VSP son antigenos de superficie inmunodominantes que cambian
espontdneamente cada 6 a 13 generaciones y durante el enquistamiento y
desenquistamiento de algunos aislamientos de Giardia. La expresiéon de las VSP es
de tipo reversible sin un orden pre-establecido y la frecuencia del cambio de una
VSP a otra depende del aislamiento. Este fendmeno ocurre /in vivo e in vitroy se
desconoce si la variacién antigénica esta asociada a la cronicidad. Por ende,
podria estar involucrado en infecciones repetidas en un mismo huésped o a una

diseminacién a un mayor rango de huéspedes susceptibles (Nash, 2002).

Para determinar la naturaleza del cambio antigénico, Nash y colegas
(2001), utilizaron 2 Anticuerpos fluorescentes para 2 VSP distintas. Estos autores
documentaron que el cambio de una VSP a otra es un proceso gradual, donde
una de ellas va disminuyendo su expresién mientras que la otra aumenta
gradualmente. En forma transitoria y durante un corto periodo de tiempo (36 h

o menos), los autores detectaron ambas VSP en la superficie del trofozoito.
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Estudios /n vitro realizados por Singer y colaboradores (2001) han
demostrado que el cambio de una VSP a otra ocurre sin un orden preestablecido,
resultando en una disminucién gradual del nimero de parésitos que expresa la

VSP original y la aparicién de una poblacién con expresidn heterogénea de VSP.

El mecanismo molecular involucrado en la variacién antigénica de Giardia
no estd totalmente esclarecido. A diferencia de otros parésitos como los
tripanosomas africanos en los que se han detectado rearreglos cromosémicos del
tipo transposiciéon duplicativa, en G. /amblia la variacién antigénica no se
encuentra directamente asociada a rearreglos genémicos de las VSP (Adam,

2001).

Un avance fundamental en el estudio de la regulacién de la expresion
génica fue descubrimiento de la via del ARN de interferencia (ARNi). A partir del
secuenciamiento del genoma de G. /amblia, se han reconocido varios genes
centrales para la via del ARNi. Entre ellos, los genes de las enzimas DICER y ARN
polimerasa ARN dependiente (RdRP) (Ullu y col., 2005).

Diversos investigadores han puesto en evidencia que el mecanismo de
ARNi controla la expresiéon de las proteinas VSP. Este mecanismo propuesto
involucra la formacién de ARN de doble hebra (ARNds) por la enzima RdRP y
su posterior clivaje en fragmentos de 23 a 26 bp por la enzima DICER. Estos
autores indican que la funcién de RdRP es necesaria para restringir la expresién
de un solo gen de vsp a la vez y que la inhibicién de esta enzima permite la
expresion de varias VSP al mismo tiempo en el trofozoito (Ullu y col., 2004).

Segin Nash (2002), las caracteristicas mas notorias de la variacién
antigénica son:

e Presentes en todos los aislamientos de Giardia

e Ocurrencia esponténea /n vitro e in vivo (humanos y animales)

e Velocidad de cambio dependiente del aislamiento cada 6 a 13
generaciones

e Gran repertorio de genes vsp (més de 150)

e Repertorio de VSP puede diferir entre aislamientos
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Repertorio de genes vsp difiere entre los diferentes genotipos pero es

altamente similar dentro del genotipo.

e Epitopes idénticos pueden presentarse en moléculas con tamafos variables

e El switching que ocurre en el enquistamiento/desenquistamiento depende
del aislamiento

e la variacién antigénica no estd relacionada con la modificaciéon de la

secuencia de bases en el ADN ni se observan rearreglos genéticos.

1.5 Quiste de G. /lamblia
1.5.1 Morfologia

Los quistes de G. /lamblia son elipticos, de 8-12 um de longitud por 5-8 um
de ancho (figura 1.7). Poseen una pared quistica filamentosa de 0,3 um de
espesor compuesta de proteinas e hidratos de carbono.

La pared del quiste de Giardia estd compuesta por una regién filamentosa
externa y una regién membranosa interna. La pared interna consiste en 2
membranas separadas por el espacio peritréfico. La pared externa tiene un
espesor de 0,3 a 0,5 um y estd compuesta por filamentos de 7 a 20 um de
didmetro (Adam, 2001).

Figura 1.7: Microfotografia del quiste de G. /lamblia. Barra: Tmu. Extraido de Luchtel y
col. (1980).

El andlisis bioquimico de la pared del quiste de Giardia ha demostrado

que los componentes principales son proteinas denominadas CWP vy
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carbohidratos. Los estudios de la pared externa del quiste mediante
cromatografia gaseosa, espectrometria de masas y andlisis enzimético,
demuestran que la galactosamina en forma de N-acetilgalactosamina (NAcGal) es

el azlicar que se encuentra en mayor proporcién (Adam, 2001).

En el citoplasma del quiste se observan ocho axonemas. Asociados a los
axonemas se encuentran dos ldminas de microtibulos, que probablemente
representan al axostilo. También se observan numerosos ribosomas, vacuolas y
fragmentos del disco ventral. Por el contrario, no se observan mitocondrias,
aparato de Golgi, ni reticulo endoplasmético. Los nicleos se suelen localizar en
un extremo del quiste y cada quiste maduro es tetranucleado. El cariosoma
nuclear, puede tener una posicién central o excéntrica y la membrana nuclear
carece de cromatina periférica. La actividad metabdlica de los quistes es solo de

un 10-20% de la desarrollada por los trofozoitos (Adam, 2001).

1.5.2 Proteinas de la pared quistica (CWP)

Se han investigado intensamente las proteinas constitutivas de la pared del
quiste de Giardia y hasta la fecha, se han clonado y secuenciado los genes de 3
proteinas, sin embargo sélo dos de ellas, CWP1 y CWP2, han sido caracterizadas
funcional y bioquimicamente (Abdul-Wahid y Faubert, 2004).

Estas 2 proteinas poseen pesos moleculares de 26 y 39 kDa
respectivamente. Ambas contienen regiones ricas en cisteina, 5 copias en tandem
de una secuencia repetida de 24 residuos con alto contenido de leucina (LRR o
repeticiones ricas en leucina, un motivo implicado en la interaccién proteina-
proteina), un péptido sefial en N-terminal, asi como varios sitios de glicosilacién
y fosforilacién. Ademds, ambas proteinas poseen un alto grado de identidad de
secuencia aunque CWP2 se distingue de CWP1 por la presencia de 121 residuos
de aminoécidos basicos en la regién C-terminal (Lujén y col., 1997).

Los genes de estas 2 proteinas (CWP1 y CWP2) poseen una Unica copia

codificada en los cromosomas Il y IV respectivamente y se transcriben
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Unicamente durante el enquistamiento y con cinéticas idénticas, detectdandose un
aumento en los niveles transcriptos de 140 veces con respecto a los trofozoitos

no enquistantes (Lujén y col., 1995).

En el 2003, Sun y colegas identificaron 5 nuevas proteinas que contienen
secuencias LRR, de las cuales solamente 1 de ellas (CWP3) se regula
positivamente durante el enquistamiento y se incorpora a la pared del quiste. La
comparacién de las 3 CWP revela que existen secuencias conservadas del tipo

LRR entre ellas aunque CWP3 es més divergente (figura 1.8)
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Figura 1.8: Estructura de las 3 proteinas de la pared quistica, CWP1, CWP2 y CWP3. (PM
indica peso molecular y LRR indica regiones ricas en leucina) Extraido de Hehl (2007).

Luego de su sintesis, las CWP se combinan para formar un heterocomplejo
estable, que se localiza dentro de vesiculas secretorias especificas (ESV), para
luego ser incorporadas a la pared de los trofozoitos enquistantes. Dentro de las
ESV, las proteinas no se pliegan completamente sino que se mantienen en forma
soluble, probablemente unidas a otras proteinas y con bajas concentraciones de

Ca*? (Lujén y col., 1995).

Se ha sugerido que el proceso de liberacién de las ESV en la membrana del
trofozoito enquistante ocurre luego de la fragmentacién de grandes ESV en
pequefas vesiculas secretorias seguido de exocitosis. En el afio 2004, Benchimol,
estudié el proceso de liberacién de las vesiculas secretorias en trofozoitos de

Giardia mediante microscopia electrénica de barrido y de transmisién. También
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observd que el proceso de liberacién de los componentes de la pared se
producia por exocitosis incompleta con la fusién parcial de las membranas (ESV y

trofozoito enquistante) (figura 1.9).

Figura 1.9: Microfotografia electrénica de transmisién del quiste de Giardia. W indica la
pared quistica; F, las vesiculas de secrecién; N, el nlcleo y Ax, el axostilo. Extraido de
Benchimol (2004).

Por ultimo, luego de la exocitosis, las CWP se exponen a altas
concentraciones de Ca*? y dichas proteinas forman la estructura filamentosa de la
pared quistica (Abdul-Wahid y Faubert, 2004; Lujan y Touz, 2003) (figura 1.10).

Estas proteinas presentan ciertas regiones altamente conservadas que le
confieren flexibilidad y estabilidad a la pared, permitiendo la deformacién del
quiste y el movimiento de los trofozoitos en su interior, lo que favorece el pasaje
de los quistes a través de poros méas pequefios que su didmetro como los filtros
utilizados en la potabilizacién del agua (Kedzierski y col., 2004; Lujan y col.,
1995).
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Figura 1.10: Microfotografia del quiste de G. /amblia. En la imagen superior se visualiza la
estructura fibrilar de la pared quistica. Barra: 1 um. Extraido de Hehl (2007).

1.6 Genoma de G. /lamblia

El trofozoito de G. /amblia, al igual que otros parasitos del orden
Diplomonadida, es binucleado; ambos nucleos poseen idéntico contenido de

ADN vy son transcripcionalmente activos (Sagolla y col., 2006).

El contenido total de ADN de este parasito se estima en 1,34x108 pares de
bases (bp) y un tamafio haploide de aproximadamente 1,2x107 bp (12 Mb).
Utilizando electroforesis en gel con campo pulsante (PFGE) y sondas especificas
para cada cromosoma, se determiné que G. /amblia posee 5 cromosomas, cuyo
tamafo varia entre 1,6 y 3,8 Mb (Adam, 2000; Erlandsen y Rasch, 1994). Estos
resultados sugieren que el trofozoito contiene entre 30 y 50 moléculas de ADN y

por ende, de 8 a 12 copias de cada cromosoma (Adam, 2000).

En 2002, Yu y colaboradores, mediante hibridacién /n situ, confirmaron
que cada nucleo contiene al menos una copia del genoma. Estudios previos
realizados por Adam y colegas (1988) revelaron la existencia de variantes de
tamafio de algunos de los cromosomas. Estudios mas detallados en lineas

clonales de trofozoitos de G. /lamblia han demostrado que el cromosoma 1 tiene
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4 variantes de tamafo y diversos autores han demostrado que dicho cromosoma
puede presentar una variacién de hasta el 30% en su tamafo, debido al nGmero

variable de copias del gen ADNr (Adam, 2000; Le Blancq y Adam, 1998).

Bernarder y col (2001) han determinado la ploidia nuclear y celular del
genoma de G. lamblia en los distintos estadios del ciclo celular. Durante el
crecimiento vegetativo, el genoma del trofozoito varia entre diploide (2n) y
tetraploide (4n), siendo n el genoma haploide. Cuando comienza a formarse el
quiste, el trofozoito realiza 2 rondas sucesivas de replicacién cromosdmica sin
divisién celular dando origen a 4 nicleos con una ploidia de 4n cada uno.
Durante el desenquistamiento, el trofozoito se divide 2 veces dando 4 células

con 2 nucleos diploides (figura 1.11).

Pre-Cyst Excyzoite
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Figura 1.11: Ploidia y nimero de cromosomas de G. /amblia durante el enquistamiento y
desenquistamiento. Extraido de Bernarder y col. (2001)
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Para una completa divisién celular, G. /amblia debe duplicar y segregar
todos los componentes celulares y ambos ntcleos en dos células hijas. Utilizando
microscopia electrénica de transmision en 3D, Sagolla y colegas (2006)
reportaron que la mitosis es de tipo semi-abierta y detectaron dos husos
mitéticos extranucleares que interactuaban con la cromatina a través de poros
presentes en la membrana nuclear y eran los responsables de la segregacién de

los cromosomas.

1.7 Clasificacién de G. lamblia

1.7.1 Caracterizacién mediante estudios de laboratorio

Las  clasificaciones de los organismos eucariotas dependen
fundamentalmente de métodos moleculares. Un sistema de clasificacion ideal
estd basado en un conjunto de genes requeridos para la vida y altamente
conservados en el tiempo como para poder comparar y clasificar los distintos
organismos. El gen mas utilizado para estudios filogenéticos es el ARN ribosomal
porque es un grupo de genes altamente conservados que se utilizan para la
deteccién de diversidad genética entre especies de organismos (Adams y col.,

2004).

Los primeros avances en la caracterizacién de G. /lamblia fueron realizados
mediante electroforesis de enzimas. La mayoria de los estudios electroforéticos
han tenido limitada utilidad debido al estudio de pocos caracteres, el andlisis de
pocas muestras o ambos. Diversos autores han utilizado electroforesis de
isoenzimas o aloenzimas demostrando una gran heterogeneidad genética dentro
de G. /lamblia (Thompson y Monis, 2004).

Se ha encontrado el mismo patrén de bandas electroforéticas en
aislamientos de G. /amblia provenientes de humanos y animales, cuestionando la
validez de los zimodemas como marcador taxonémico para evaluar la
especificidad por el huésped. La mayoria de los estudios posteriores mostraron

un amplio grado de homogeneidad entre aislamientos y no han detectado
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ninguna correlacién entre el curso de la enfermedad y el patrén de zimodemas

de los aislamientos de Giardia (Thompson y Monis, 2004).

Del mismo modo, Wallis y colegas (1996) usaron una combinacién de
técnicas moleculares y patrones de isoenzimas para caracterizar muestras de
Giardlia de origen ambiental y no encontraron correlaciéon entre ambos métodos
de clasificaciéon de los distintos aislamientos. (Thompson y Monis, 2004).

Los estudios més detallados sobre isoenzimas han sido realizados por
Meloni y col. (1995) donde evaluaron 13 sistemas enziméticos pertenecientes a
97 aislamientos de Giardlia. Esos resultados confirmaron lo publicado por otros
investigadores donde no se reportaron diferencias entre aislamientos de origen
humano y animal, aunque si existieron diferencias entre el patrén de zimodemas

hallado y la localizacién geogréfica del aislamiento (Thompson y Monis, 2004).

Un gran nimero de técnicas moleculares han sido empleadas con éxito
para caracterizar los aislamientos de Giardia. La mayoria de los estudios se han
enfocado en la diferenciacién de los distintos aislamientos méas que en la
determinacién de las relaciones genéticas entre aislamientos. Como resultado de
ello, se ha documentado la heterogeneidad genética entre los aislamientos, pero
el origen y significado bioldgico de esta heterogeneidad alin permanece incierto

(Thompson y Monis, 2004).

Los aislamientos de Giardia se han caracterizado por una variedad de
métodos moleculares. Ey y colaboradores (1992) examinaron mediante
polimorfismo del largo de fragmentos de restriccion (RFLP), los genes de las
proteinas variantes de superficie e identificaron 2 patrones que se correspondian
con los grupos genéticos | y Il previamente publicados. En 1994, Upcroft y
Upcroft diferenciaron los genotipos involucrados en una infeccién mixta
estudiando los genes del ARNr. Otro estudio publicado por Hopkins y col.
(1999) reporté la amplificaciéon de secuencias conservadas de los genes
ribosomales de G. /amblia indicando una estrecha correlacién entre los genotipos

ya establecidos y los perfiles de isoenzimas de los mismos aislamientos.
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La informacién del genoma de G. /amblia obtenida mediante el
secuenciamiento de nucleétidos se ha incrementado sustancialmente en los
altimos afios y la heterogeneidad genética ha sido documentada por diversos
autores. Con el fin de caracterizar 16 aislamientos, Baruch y col. (1996),
secuenciaron el gen f¢pi de G. lamblia y encontraron 3 grupos genéticos
correspondientes a la clasificacién de Nash y Mowatt (1992). Otros autores
analizaron las secuencias de bases del gen gdh y reportaron que todas las
muestras humanas correspondian a 2 genotipos (A y B). (Thompson y Monis,
2004).

Una de las metodologias mas utilizadas para la caracterizaciéon de los
aislamientos de Giardia es la PCR-RFLP amplificando diversos genes como
glutamato deshidrogenasa (gdh), triosafosfato isomerasa (¢pi), factor de
elongacién 1 alfa (efla), SSU-rRNA y beta- giardina, entre otros (Adams y col.,
2004; Amar y col., 2002; Caccio y col., 2002; Homan y col., 1998; Hopkins y
col., 1999; Mahbubani y col., 1992; Mcintyre y col., 2000; Monis y col., 1999;
Sulaiman y col., 2003; Traub y col., 2004).

A la fecha, los aislamientos de G. /amblia identificados como patégenos
humanos son los genotipos A y B (tabla 1.2). Estos genotipos se asocian con
enfermedad en el hombre y presentan potencial zoondtico (Thompson, 2004;

Eligio-Garcia y col., 2005).

Tabla 1.2: Clasificaciones de los genotipos de G. /lamblia, extraido de Adam (2001)

Genotipo propuesto  Nash (1985) Mayrhofer (1995) Homan (1992)

Al Grupo 1 A (grupo 1) Polish
All Grupo 2 A (grupo 2) Polish
B Grupo 3 B (grupos 3y 4) Belgium
C
D
E
F
G
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1.7.2 Especificidad de huésped

Los estudios moleculares realizados por diversos investigadores han
demostrado que la mayoria de los genotipos presentan distintas preferencias de
huésped (tabla 1.3). Algunos parasitan sélo una especie, mientras que otros
genotipos presentan un rango mas amplio de huéspedes (Ey y col., 1997;
Mayrhofer y col., 1995; Monis y col. 1999). A la fecha, los genotipos A y B son
los responsables de todas las infecciones de origen humano, sin embargo han
sido detectados en una amplia variedad de mamiferos (Monis y col. 2003; Read

y col. 2004).

Tabla 1.3: Genotipos de Giardia lamblia y huéspedes involucrados en el ciclo biolégico. Extraido
de Adam (2001)

Genotipos de Giardlia lamblia Huéspedes involucrados

A humanos - perros - gatos - bovinos - ovinos - porcinos-

chinchillas - alpacas - caballos - castores

humanos - perros - chinchillas - ratas - castores

-D perros

vacas - ovejas - cerdos

gatos

ol M ml N @

ratas - ratones

1.8 Fisiopatogenia de la giardiosis

Se ha investigado ampliamente la patogenia de la giardiosis y la
interaccién entre el parédsito y el huésped. Si bien, el mecanismo por el cual
Giardia produce diarrea no ha sido completamente caracterizado, se postula que
este proceso es multifactorial y ocurre por combinacién de varios de factores.
Entre ellos, aumento de la permeabilidad epitelial, acortamiento o atrofia de las
vellosidades; disrupcién de las microvellosidades del epitelio; hiperplasia de las

criptas; reduccién de la actividad de las disacaridasas y de las proteasas
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intestinales; inflamacién de la mucosa intestinal y sobrecrecimiento de la flora
intestinal (Farthing, 1997).

Utilizando diversos modelos experimentales, Miller y von Allmen (2005)
demostraron que la adhesién de los trofozoitos al epitelio es crucial para el
aumento de la permeabilidad epitelial.

La adherencia de los trofozoitos al epitelio intestinal se produce a través
del disco ventral. Se ha comprobado que dicha unién a la mucosa puede ser
inhibida por manosa y glucosa, indicando que las lectinas pueden estar
involucradas en la unién a la célula huésped. Hasta la fecha se ha identificado
una adhesina llamada taglina, una lectina que se une a manosa-6-P y otra lectina
desconocida que se une a manosa y glucosa. Ademés, G. /amblia produce N-
acetilglucosaminidasa, una enzima que podria favorecer la penetracién de la
capa de moco (Moncada y col., 2003; Miiller y von Allmen, 2005).

Estudios realizados /in vitro indican que G. /lamblia produce rearreglos en
el citoesqueleto y reduce la resistencia eléctrica transepitelial de los enterocitos.
Ademas, los trofozoitos generan un incremento de la permeabilidad intestinal,
inducen la apoptosis celular y rompen las uniones estrechas entre enterocitos
(Roxstrom-Lindquist y col., 2006).

En varios modelos experimentales de infeccién se han observado que los
trofozoitos utilizan varios nutrientes del lumen intestinal, fundamentalmente
glucosa, sales biliares y ciertos aminoacidos, por lo que el secuestro de sales
biliares podria explicar el fenédmeno de malabsorcién de grasas (Hawrelak, 2003;
Miiller y von Allmen, 2005) y el dafio del ribete en cepillo y la disminucién de la
actividad de las disacaridasas provocan un aumento de disacéridos en el lumen

intestinal lo que provocaria una diarrea osmética (Farthing, 1997).

Segin Farthing (1997), la alteracién de la flora intestinal estaria
involucrada en la predisposiciobn a la giardiosis. En 2000, Singer y Nash
inocularon con Giardia a dos grupos de ratones, uno de los cuales recibié una
mezcla de lactobacilos antes de la infeccién. A diferencia del primer grupo, el
grupo coinfectado con las bacterias lacticas presenté menor susceptibilidad a la

infeccién por Giardia.
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En la actualidad se ha postulado que el rol protector de la flora intestinal
podria estar mediado por distintos mecanismos. Existen evidencias que han
demostrado que la composicién de la microflora intestinal puede afectar la
colonizaciéon de Giardia en el intestino. Pérez y colegas (2001) estudiaron este
efecto protector y revelaron que Lactobacillus johnsonii ejerce un efecto
antagénico sobre trofozoitos de Giardia. Estudios posteriores realizados por
Humen y col., (2005) demostraron que este lactobacilo libera sustancias al
medio extracelular que interfieren con el ciclo de vida de G. /amblia. Por lo
tanto, la flora intestinal ejerceria su efecto benéfico por distintos mecanismos
como secuestro de los nutrientes, competencia por los receptores de la mucosa
intestinal, produccién de compuestos metabdlicos que inhiben el desarrollo de

patdégenos o la modulacién de la respuesta inmune del huésped, entre otros.

1.9 Defensas del huésped contra G. /lamblia

Los mecanismos involucrados en el control de la infeccién por Giardia
pueden clasificarse en las barreras naturales y la respuesta inmune tanto innata

como adaptativa.

Las mucinas gastrointestinales son la primera linea de defensa del huésped
contra los patégenos entéricos porque compiten con los sitios de unién al
epitelio y por lo tanto, dificultan la adherencia a la superficie intestinal y la
supervivencia de los microorganismos en el tracto intestinal. El éxido nitrico
(NO) producido por los enterocitos inhibe la proliferacién y diferenciacién de
los trofozoitos /in vitro, sin embargo Giardia posee un mecanismo que previene
la formacién del NO por la captacién y metabolizacién de arginina, sustrato
necesario para la produccién de este compuesto. Otro mecanismo no inmune
involucrado son las criptidinas y defensinas, pequefios péptidos antimicrobianos
que son liberados por las células intestinales. Las alfa-defensinas se insertan en la

membrana de los trofozoitos de Giardia y crean poros que producen la lisis

celular (Hawrelak, 2003).
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Las infecciones intestinales por Giardia desencadenan una respuesta
inmune humoral y celular. Ambas contribuyen al control de la infeccién, aunque

los mecanismos exactos ain no estdn completamente dilucidados.

Las células dendriticas, los mastocitos y las células M podrian estar
involucradas en la presentaciéon de los antigenos de Giardia. (Eckmann y Gillin
2003; Mdller y von Allmen, 2005). Estudios previos basados en infecciones
experimentales en ratones mostraron que los mecanismos de la respuesta inmune
celular son esenciales para la eliminacién del parasito (Mdller y von Allmen,
2005). Mientras que los anticuerpos presentes en el intestino y mas
especificamente, las Ig A anti-VSP podrian estar involucradas en la modulacién de
la variacién antigénica del parésito, la respuesta local de anticuerpos en el

control de la infeccién adn estd en discusidn.

Las inmunoglobulinas M, G y A especificas juegan un rol importante en el
control de la infeccién, al igual que el complemento, los macréfagos, los
neutréfilos y las células T. La infeccidon con G. /lamblia en humanos conduce a la
produccién de anticuerpos especificos anti-giardia del tipo Ig A, Ig M e Ig G en
suero y en secreciones mucosas; ademds, este aumento se correlaciona con el

control de la infeccién (Roxstrém-Lindquist y col., 2006).

En resumen, los mecanismos involucrados en el control de la infeccién por
Giardia pueden clasificarse en barreras naturales, respuesta inmune innata vy
adaptativa, siendo los més importantes produccién de NO, produccién de
especies reactivas de oxigeno, produccién de criptidinas y defensinas, aumento
de la secrecién de mucina, respuesta local de anticuerpos, respuesta de linfocitos
T, activacién de mastocitos y fagocitos, aumento de produccién de IL-6,
inhibicién de Giardia por flora entérica (Miller y von Allmen, 2005; Roxstrém-

Lindquist y col., 2006) (figura 1.12).

Nora Molina



INTRODUCCION 27
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Figura 1.12: Mecanismos de defensa frente a la infeccién por Giardia. Extraido de

Roxstrom-Lindquist y col. (2006).

1.10 Presentacién clinica de la infeccién por Giardia

La giardiosis estd asociada a un espectro muy amplio de signos y sintomas.
Puede presentarse en forma asintomatica, con diarrea aguda o con diarrea
crénica. Los cuadros clinicos més frecuentes incluyen diarrea, dolor abdominal,
flatulencia, anorexia, vomitos, pérdida de peso y decaimiento general. En casos
severos puede aparecer un sindrome de malabsorcién con retardo en el
crecimiento infantil. Se han reportado signos y sintomas extraintestinales variados
como inflamacién de las membranas sinoviales, alteraciones oculares y

manifestaciones alérgicas (Boletin EPA 823-R-002).

La giardiosis se autolimita en la mayoria de los casos, aunque existen
infecciones crénicas sin inmunodeficiencias aparentes (Eckmann y Gillin, 2003).
Existen ciertos factores que podrian indicar una predisposicion a la infeccién con

Giardia. Los pacientes con hipogammaglobulinemia, fundamentalmente con
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déficit de Ig A, presentan mayor incidencia de giardiosis. La inmunodeficiencia
comun variable presenta mayor riesgo de desarrollar giardiosis crénica, mientras
que los pacientes con HIV/Sida, no poseen susceptibilidad aumentada a la
infeccion con Giardia (Faubert, 2000; Hawrelak, 2003).

Si bien, en los ultimos afos se ha incrementado el conocimiento de la
fisiopatogenia de la infeccién por Giardia, hasta el momento, los factores que
determinan la variabilidad de las manifestaciones clinicas de giardiosis no estan
completamente esclarecidos y no existe consenso sobre la correlacién entre el
genotipo infectante (A o B) de Giardiay la presentacién clinica de la infeccidn.

Diversos autores han postulado la relacién entre genotipo detectado y
sintomas observados, no obstante, los resultados han sido contradictorios y hasta
la fecha no existe acuerdo sobre la relacién entre el genotipo involucrado y la
virulencia del aislamiento de Giardia (Caccio y col., 2005; Cedillo Rivera y col.,
2003; Eligio-Garcia y col., 2005; Haque y col., 2005, Homan y Mank, 2001;
Read y col., 2002; Roxstrédm-Lindquist y col., 2006).

1.11 Diagnéstico de giardiosis

La sintomatologia y los estudios de rutina no son patognomodnicos de la
giardiosis. El diagndstico de certeza se basa en la deteccidon de los quistes o
trofozoitos de Giardia en las muestras clinicas. Para el diagndstico de giardiosis,
la muestra de eleccién es la materia fecal recolectada en forma seriada porque
permite aumentar la sensibilidad del estudio ya que los quistes parasitarios son
liberados con las heces en forma intermitente o en cantidades variables.

Actualmente, existe una gran variedad de técnicas inmunoldgicas
comerciales para la deteccidén de antigenos en heces que detectan hasta un 30%
mas que el método de observacién microscépica (Faubert, 2000) pero que no se
aplican de rutina debido a su mayor costo y complejidad.

El estudio de pacientes con y sin sintomatologia de giardiosis revelé que
ciertos pacientes con infecciones sintomaticas desarrollan una pobre respuesta de

Ac anti-Giardia, mientras que otros presentan altos niveles de Ac que
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permanecen elevados por largos periodos luego de erradicar la infeccién. Por lo
tanto, el diagndstico serolégico de Giardia no permite distinguir entre pacientes
sintométicos y asintométicos o entre infecciones pasadas o actuales. No obstante,
algunos autores indican que la deteccidn de anticuerpos podria utilizarse con
fines epidemioldgicos (Faubert, 2000).

Las técnicas moleculares como la PCR, permiten la identificacién de los
genotipos de Giardia en muestras fecales y ambientales (suelo y agua).
Comparada con la microscopia de fluorescencia, la PCR aumenta en 10* veces la
sensibilidad de deteccién (Rimhanen-Finne, 2001). La genotipificacion de Giardlia
por PCR a partir de materia fecal depende de la calidad y cantidad del ADN
purificado y de la eliminacién de una gran variedad de sustancias que pueden
inhibir la actividad de las polimerasas aiin en muy bajas concentraciones (Al-Soud

y col., 2000; Morgan y col., 1998; Wilson 1997).
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Objetivos de la Tesis:

Objetivo general:

Analizar la distribucién de los genotipos A (1 y ll) y B de Giardia lamblia en
muestras fecales humanas y animales provenientes de distintas comunidades
urbanas y rurales de Argentina y evaluar si existe asociacién entre el genotipo

infectante detectado y las caracteristicas clinico-epidemioldgicas.

Objetivos especificos:

Objetivo I: Evaluar la distribucién de los genotipos A (1y 1) y B de G. lamblia en
muestras fecales de pobladores y animales de las provincias de Buenos Aires y

Mendoza aplicando las técnicas previamente optimizadas.

Objetivo 2: Evaluar si existe asociacidon entre las variables epidemiolégicas y los

genotipos de G. /lamblia hallados en cada comunidad.

Objetivo 3: Determinar si existe relaciéon entre el genotipo hallado y los signos y

sintomas reportados por pacientes parasitados con G. lamblia.

Objetivo 4: Optimizar los protocolos de obtencién y ruptura de Qquistes,
preparacién de ADN vy reacciones de PCR-RFLP para la genotipificaciéon de
Giardia lamblia en materia fecal formolada. Evaluar la sensibilidad y especificidad

de la aproximacién experimental utilizada.
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2.1. Muestras

Se analizaron 502 heces de humanos y 95 heces de animales: 54 perros,
2 gatos, 6 vacas, 3 caballos y 30 terneros. Las muestras se recolectaron de 5
localidades de la provincia de Buenos Aires y una localidad de Mendoza.

Las heces humanas y de animales domésticos (perros y gatos) fueron
remitidas a la Catedra de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Ciencias
Médicas, UNLP (Cétedra). En cambio, las muestras fecales de animales de granja
(vacas, caballos y terneros) se recolectaron en 2 campos lecheros de General
Mansilla (Bs. As.). El periodo de recoleccién fue 2005-2006 y se incluyeron
solamente las muestras fecales positivas para Giardia de animales que tuvieran
duefio y pudieran ser identificados. El tiempo transcurrido desde la recoleccién

de las heces hasta su procesamiento fue menor de 30 dias.

Para el andlisis coproparasitolégico, las heces se recolectaron en forma
seriada y se conservaron en formol al 10% a temperatura ambiente hasta su
procesamiento. Ademds, cada participante del estudio se realizé el escobillado
perianal para la basqueda de Enterobius vermicularis.

Todas las muestras fecales fueron procesadas mediante la técnica de
Telemann (Feldman y Guardis, 1990) para la basqueda de quistes de Giardia
por microscopia éptica (100x y 400x). Las heces que resultaron positivas se
seleccionaron teniendo en cuenta los siguientes criterios de inclusidén: muestras
fecales con quistes de G. /amblia detectados por microscopia Optica,
provenientes de distintas comunidades de las provincias de Buenos Aires y
Mendoza; conservadas en formol al 10% vy remitidas para su anélisis al
Laboratorio de la Cétedra durante el periodo 2005-2006. Las muestras fecales

de animales se seleccionaron bajo los mismos criterios.

Las muestras fecales positivas para Giardia que cumplieron todos los
criterios de seleccién fueron 125; de las cuales, 107 fueron de origen humano, y

18 de animales: 11 perros y 7 terneros.
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2.2 Caracteristicas mas relevantes de las localidades donde se

recolectaron las muestras fecales

e Provincia de Buenos Aires: General Mansilla (Bartolomé Bavio), Atalaya,

Barrio El Palihue, Barrio 4 de Junio y Barrio El Carmen.

e Provincia de Mendoza: Barrio Jardin Aeroparque.

En la provincia de Buenos Aires se recolectaron muestras fecales de 5
localidades. Geogréficamente, todas estan ubicadas en un radio de 50 Km de la
ciudad de La Plata, poseen clima templado, con temperaturas medias de 22°C
en verano y de 8°C en invierno. Las lluvias oscilan entre 600 y 1.000 mm
anuales y los suelos son pocos permeables. Presentan una altitud de 4 msnm

(metros sobre el nivel del mar).

General Mansilla posee un casco urbano en el que habitan cerca de 2.300
pobladores y una zona rural con alrededor 1.700 donde predominan la
actividad ganadera y lechera. Atalaya presenta caracteristicas de poblacién rural
costera y posee aproximadamente 750 hab (figuras 2.1, 2.2 y 2.3).

Los tres barrios de la provincia de Buenos Aires son: El Palihue, 4 de Junio y
El Carmen. Barrio El Palihue se encuentra ubicado en la zona sur del Gran La
Plata, Barrio 4 de Junio pertenece al partido de Florencio Varela en el Gran
Buenos Aires y Barrio El Carmen pertenece al partido de Berisso. No se
encontraron datos estadisticos de estas poblaciones (figuras 2.4, 2.5y 2.6).

Los barrios El Palihue y 4 de junio comparten ciertas caracteristicas comunes,
ambos son asentamientos urbanos irregulares sin red cloacal ni suministro de
agua de red urbana. Ademaés, las casillas presentan desaglies abiertos donde se
acumulan aguas y desechos. A diferencia del primero, en el Barrio de Florencio
Varela predominan las casillas precarias de madera, cartén y chapa y presenta

calles de tierra que se inundan con las lluvias.
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El tercer barrio estudiado posee mayor proporcién de casas de material, la
mayoria las calles estan asfaltadas pero no tienen red de desagties pluviales por

lo que el agua se acumula en zanjas entre las viviendas.

Figura 2.2: Zona rural de General Mansilla (Bartolomé Bavio).

Nora Molina



MATERIALES Y METODOS 34

Figura 2.3: Vista del Centro de Salud de Atalaya.

Figura 2.4: Primer plano de casilla de Barrio El Palihue.
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Figura 2.6: Primer plano de casillas del Barrio El Carmen.

En la provincia de Mendoza se recolectaron muestras de habitantes del
barrio Jardin Aeroparque. Geogréficamente, pertenece al departamento de Las
Heras, Gran Mendoza. Su clima es &rido y continental, el invierno es frio y

seco, con heladas nocturnas y escasas precipitaciones. La caida de nieve y
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aguanieve son poco comunes. Presenta una altitud de 746 msnm y la poblacién
del departamento de Las Heras es de aproximadamente 170.000 habitantes.
Posee distintos tipos de industrias frutihorticolas, quimicas y cementeras. Este
barrio estd totalmente urbanizado, con calles asfaltadas y todos los servicios

urbanos (figura 2.7).

Figura 2.7: Vista panoramica del Gran Mendoza.

En la fotografia siguiente se observa uno de los campos de General

Mansilla de donde se recolectaron las heces de animales (figura 2.8).

Figura 2.8: Vista de los terneros de un campo de General Mansilla
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2.3 Encuestas realizadas a los participantes del estudio

Se realizaron encuestas epidemioldgicas a cada participante del estudio
con el propésito de realizar eventuales correlaciones de los resultados
moleculares con las observaciones clinicas y el origen de las muestras.

La encuesta fue estructurada y cerrada. Se registraron variables
demogréficas, socioculturales, ambientales y de signo-sintomatologia de cada
individuo estudiado. Se solicitd el consentimiento informado de los
participantes (o sus tutores) del estudio.

Los datos se volcaron a una base de datos para su posterior analisis
estadistico (software SPSS wversion 11.5, Statistical Package for the Social
Sciences).

En este trabajo de tesis se utilizaron las siguientes variables:

1.- Demogréficas: sexo y edad.

2.- Socioculturales: zona de residencia (Urbana o Rural), considerando rural a la
poblacién con menos de 2.000 hab. (INDEC), tipo de vivienda (material o
precaria), considerdndose como material: vivienda de mamposteria con pisos
de cemento/mosaico/ceramico, precaria: vivienda de madera/cartén/chapa,
piso de tierra; eliminacién de excretas (letrina, pozo o cloaca); provisién de
agua de consumo (bomba domiciliaria/comunitaria, agua de red); eliminacién
de residuos domiciliarios (arroja la basura a cielo abierto, recolecciéon

municipal), hacinamiento.

3.- Ambientales: anegamiento de la vivienda o peridomicilio. Tenencia de

animales en el domicilio. Presencia de animales de granja.

4.- Clinicas: presencia/ausencia de signos/sintomas al momento de la encuesta:
(si, no). Registrdndose diarrea, vémitos, anorexia, prurito anal, suefio alterado,

fiebre, decaimiento y dolor abdominal.
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5.- Parasitarias: presencia de otros parasitos en materia fecal (coinfeccién).

ENCUESTA
Fecha:
Cédigo de entrevistado:............cecenen...
Nombre y apellido:....ccceeereeeeeeeeecc e Fecha nacimiento: ...................
D] 331 (el | o PP PP
Edad....... afos.......... meses.......... SEXO: e
Peso:................ Tallar e,
Lugar de NacimiENtO:....c.coiiiiiiiiit ettt et e e e
Residencia (UItimMOS CINCO @A0S) . uuiuuuuueeeeieiiiiiiiiie e teteeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeneeeeeeeaeeennnnns
OCUPACION ...ttt ettt ettt ettt e et e e tee et e teeeteeeeteeeeaete et eetaee s neenseeeseeenennen
Vivienda:
Construccion: Piso: Tierra ()
Cartén/chapa ()
Material ()
Madera () Ambientes: ...............
Lona/nylon () Personas por habitacién para dormir.....
Equipamiento del hogar Bafio
Anafe () Instalado completo ()
Cocina con horno () Instalado incompleto ()
Heladera () Letrina ()
T.V. () Cielo abierto ()
Calentador () Agua
Brasero () Corriente domiciliaria ()
Estufa () Corriente comunitaria ()
Bomba domiciliaria ()
Bomba comunitaria ()
Fuente de energia
Electricidad....... LY (D PO no( ).
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(@T-T JOT S )eveeeeennne no( ), garrafa ( )......... natural ()
Querosén........... Y (D PO no( )

Eliminacién de residuos: Dénde tira los pafales?

Arroja a cielo abierto () En bolsas de residuos ()
Quema () Cielo abierto ()
Recoleccién municipal ()

Eliminacién de excretas: Anegamiento de la vivienda:
Red cloacal () Nunca ()
Pozo () Con frecuencia ()
Letrina ()

Animales:

Perro () Ndmero (

Gato () Ndmero (

Otros () &Cudl? (.oeeennnnn. ) Ndmero ()

Desplazamientos

Ultimo viaje al interior — (.e..ceeeeeeveenreeeene. ) Fecha: / /

Ultimo viaje al exterior (....cccceeeeeerenrennns ) Fecha: / /

Nivel de instruccién materno:

Sin instruccién () Terciario incompleto ()

EGB incompleto () Terciario completo ()

EGB completo () Universitario incompleto ()
Polimodal imcompleto () Universitario completo ()
Polimodal completo ()

{Se lava las manos antes de comer? Siempre (

) Aveces () Nunca( )

Si no se las lava, porque...desconoce su importancia ()

No tiene acceso al agua limpia ( )
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{Se lava las manos luego de ir al bafio?? Siempre () Aveces () Nunca ()
Si no se las lava, porque...desconoce su importancia ()

No tiene acceso al agua limpia ( )

Lava la verdura que consume? Siempre () Aveces () Nunca ( )
Si no las lava, porque...desconoce su importancia ()

No tiene acceso al agua limpia ( )

Consume la carne bien cocidaSi ( ) No ( )

Cémo mantiene sus uias? Cortas () Largas ()

Anda descalzo? Siempre () raravez ( ) nunca ( ) solamente en verano ( )

Ingiere tierra? Si( )No ( )

Con qué frecuencia bafa/lava su cuerpo? 1/2 veces por mes ( ) 1 vez por semana ( )

Més de una vez por semana ( )

Signos/Sintomas

Diarrea: Si( ) No( )
Voémitos: Si( ) No( )
Prurito anal: Si( ) No( )
Suefo alterado: Si( ) No( )
Pérdida apetito: Si( ) No( )

Afeccién respiratoria: Si( ) No ( )
Fiebre inexplicable: Si( ) No( )
Decaimiento: Si( ) No( )
Dolor abdominal: Si( ) No( )

Elimind parasitos: Si( ) No( )
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2.4. Obtencién de quistes de G. /lamblia

Materiales:

Materia fecal formolada
PBS (solucién buffer fosfatos, pH 7,2)

Solucién de Sacarosa (densidad 1,27)

Procedimiento: Técnica de colchon de sacarosa.

1.
2.

N o W»n ok

Homogeneizar la materia fecal y filtrar a través de 4 capas de gasa.
Recolectar T ml de heces en un tubo cénico, agregar 9 ml de PBS y
centrifugar a 200 g durante 5 min.

Descartar el sobrenadante y resuspender en 9 ml de PBS y centrifugar a
200 g durante 5 min. Descartar el sobrenadante.

Resuspender en 4 ml de PBS. Homogeneizar con vértex por 15 seg.
Agregar 4 ml de sacarosa por las paredes del tubo para formar dos fases.
Centrifugar a 200 g durante 5 min.

Recolectar la fase sacarosa con pipeta Pasteur en un tubo cénico, agregar
2 volumenes de PBS y homogeneizar con vortex 15 seg.

Centrifugar a 250 g durante 10 min. Descartar el sobrenadante y

resuspender los quistes en 500 ul. Conservar a 4°C.

A 4

Fase acuosa

Fase sacarosa

N’

Figura 2.9: Técnica de colchén de sacarosa para la purificacién de quistes de G. /amblia.
Esquema de las 2 fases formadas durante el procesamiento.
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Figura 2.10: Colchdn de sacarosa realizado con 2 muestras fecales

Figura 2.11: Extraccidn de fase sacarosa mediante pipeta pasteur.

Figura 2.12: quistes de Giardia, microfotografia del sedimento fecal luego de realizar la
técnica de colchdn de sacarosa. La barra corresponde a 10 um.
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2.5 Ruptura de quistes

Materiales:

- Quistes de Giardia previamente concentrados en colchén de sacarosa

- Buffer de lisis E (Tris-HCI 100 mM, EDTA 100 mM, SDS 2%, NaCl 0,2 M,
Mercaptoetanol 1 mM)

- Proteinasa K (Img/ml)

Procedimiento:

1. Homogeneizar la suspensiéon de quistes y colocar 200 ul en un tubo
eppendorf.

2. Congelar a -80°C durante 30 min, calentar a 80°C durante 30 min.
Repetir este ciclo 3 veces en total.

3. Agregar 200 ul de Buffer de lisis E'y 20 ul de proteinasa K. Homogeneizar
con vortex por 15 seg.

4. Incubar a 60°C durante 18 h. Conservar a -20°C.

2.6 Obtencién de ADN

Materiales:
- Quistes previamente lisados

- QlAamp DNA Stool minikit (Cat. 51504 Qiagen®)

Procedimiento

1. Protocolo descrito por fabricante. Modificaciones realizadas: incrementar la
temperatura de lisis a 95°C e incubar el buffer de elucién AE a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

2. Conservar el ADN a -20°C.
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2.7 Reaccién de Polimerasa en cadena (PCR)

Se realizé una PCR muiltiple semianidada para la amplificacién de una regién

interna del gen ¢{pi de G. lamblia, utilizando los primers disefiados por Amar y

col. (2002) (ver Tabla 2.1).

Reactivos para PCR |

Buffer PCR 3ul; 1X
MgCl, 3ul; 3mM
dNTPs 1,5 ul; 0,25 mM
Primers (4) 1,5 ul; 0,25 uM
Albamina sérica bovina (BSA) 2 ul; 0,1 ug/ul
Taq DNA polimerasa 0,6 ul; 0,1 U/ul
ADN 3ul
Agua Bidestilada 10,9 ul
Reactivos para PCR Il (A y B):

Buffer PCR 3ul;1X
MgCl, 3ul; 1,5mM
dNTPs 1,5 ul; 0,25 mM
Primers (2) 1ul; 1 uM c/u
Albamina sérica bovina (BSA) 2 ul; 0,1 ug/ul
Taq DNA polimerasa 0,6 ul; 0,1 L/ul
Productos de amplificacién (Amplicén) (1:103) 3ul
Agua Bidestilada 15.9 ul
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Protocolo de ciclado

PCR I:
Desnaturalizacién inicial: 94°C/4 min
Amplificacién: 30 ciclos Desnaturalizacion: 94°C/30 seg
Alineamiento: 52°C/30 seg
Extension: 72°C/1 min
Extensién final: 72°C/10 min
PCR II:
Desnaturalizacién inicial: 94°C/4 min
Amplificacién: 33 ciclos Desnaturalizacién: 94°C/30 seg
Alineamiento: 54°C/30 seg
Extension: 72°C/1 min
Extensién final: 72°C/10 min
Controles:

- Control positivo: ADN genotipo A y B (1 ng/ul) (gentilmente cedidos por el

Dr. van Keulen, Universidad de Cleveland)

- Control negativo: agua bidestilada

2.8 Polimorfismo del largo de los fragmentos de restriccién (RELP)

El anélisis de los fragmentos de restriccion del genotipo A se realizd

seglin la metodologia descrita por Amar y col. (2002).
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Reactivos

Amplicén (PCR 11A) 5 ul
Buffer Rsal 3 ul; 1X
Enzima Rsal 0,5 ul; 5V
Agua Bidestilada 21,5 ul
Procedimiento

1. Incubacién a 37°C por 3 h.

2.9 Electroforesis en geles de agarosa

Los productos amplificados de las PCR 1l (A y B) y los productos de
digestion obtenidos por RFLP se analizaron mediante electroforesis en gel de

agarosa.

Preparaciéon del gel de agarosa al 1,5%

Reactivos:
Agarosa 05¢g
Buffer TAE (1X) (Tris-Acetato 40 mM, EDTA TmM) 33 ml

Preparaciéon del gel de agarosa al 3 %

Reactivos:

Agarosa g
Buffer TAE (1X) (Tris-Acetato 40 mM, EDTA TmM) 33 ml
Procedimiento

1. Sellar los extremos del molde pléstico para preparar el gel y colocar el
soporte pléstico (peine)

2. Calentar la agarosa disuelta en el buffer TAE hasta disolucién completa
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3. Enfriar, agregar 1 ul de Bromuro de Etidio y volcar en molde preparado

4. Dejar solidificar 30-45 min

Electroforesis de productos de amplificacién vy de restriccién

Procedimiento

1. Colocar el gel y el buffer TAE en la cubeta de electroforesis

2. Sembrar 10 ul de ADN mezclado con 1 ul de gel marcador (gel loading)
3. Aplicar 80 V durante 30 min

4. Observar en transiluminador la presencia de bandas fluorescentes

Tabla 2.1: Secuencias de primers, pesos moleculares de amplicones y de productos de restriccién
del gen tpi. (Amar y col., 2002)

PCR Genotipo A Genotipo B
. TPIB-FI:
Primera etapa TPIA-FI:
CGAGACAAGTGTTGAGATG ~ CTTGCTCCCTCCTTTOTGC
TPIA-R: TPIB-R:
GCGTCAAGAGCTTACAACACG  CTCTGCTCATTGGTCTCGC
Productos 576 bp 208 bp
Segunda TPIA-FII: TPIB-FIlI:
etapa CCAACAAGGCTAAGCGTGC GCACAGAACGTGTATCTGG
TPIA-R: TPIB-R:
GCGTCAAGAGCTTACAACACG  CTCTGCTCATTGGTCTCGC
Productos 476 bp 140 bp
RFLP Al All
Rsa | 437 bp 235 bp
39 bp 202 bp
39 bp
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2.10 Purificacién de ADN con polivinilpirrolidona (PVP)

El ADN de las heces positivas para Giardia por microscopia 6ptica que

no amplificaron por PCR, recibieron el tto propuesto por Lawson y col. (1997).

Materiales

- ADN de heces positivas para Giardia

- PVP-TE (10% PVP p/v en buffer Tris — EDTA)
- Acetato de amonio 2 M

- Isopropanol

Procedimiento

1. Colocar 50 ul de ADN en un tubo eppendorf

2. Agregar 150 ul de PVP-TE, incubar a temperatura ambiente durante 10 min.

3. AgregarlO0 ul de Acetato de amonio 2 M y 600 ul de lsopropanol.
Congelar a -20°C durante 30 min.

4. Centrifugar a 13.000 g por 10 min. Resuspender en 50 ul de buffer TE y

conservar a -20°C.
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Como ya se menciond previamente, G. /lamblia es una especie compleja
que comprende siete genotipos morfoldégicamente iguales pero fenotipica y
genéticamente distintos. Diversos estudios han confirmado que la giardiosis en
humanos es producida Unicamente por los genotipos A y B de ese parésito.
Ambos genotipos también han sido detectados en un amplio rango de

mamiferos, lo que indicaria su potencial zoondtico (Caccid y col., 2008)

3.1 Identificacién de los genotipos zoondticos de G. /amblia en

muestras de origen humano

De los 502 estudios coproparasitoldgicos realizados se detectaron 107
heces humanas positivas para G. lamblia (21,3%). Se logré la genotipificacién en
84 de ellas (79%) y se hallaron los genotipos zoondticos All y B.

Sobre un total de 84 heces humanas genotipificadas, 11 de ellas tuvieron
genotipo All; 70 resultaron genotipo B; y las 3 muestras restantes presentaron 2

genotipos, All y B (figura 3.1).

m Al
mB
o — O All+B
' 13%

Origen

Figura 3.1: Genotipos de G. /amblia en muestras fecales de origen humano (n=84). All:
genotipo All, B: genotipo B, All+B: ambos genotipos en la misma muestra.

Las heces que contenian quistes de Giardia genotipo All presentaron un
promedio de 1,29 10° quistes/ml de heces (SD= 164,1); con genotipo B tenian
1,57 10° quistes/ml (SD= 199,1). Las heces con ambos genotipos exhibieron un

promedio de 1,47 10° quistes/ml (SD= 119,3). El anélisis estadistico revelé que no
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se observaron diferencias significativas entre el nimero de quistes eliminados y el

genotipo infectante (Test de Mann-Whitney, p=0,706).

3.1.1 Distribucién geogréfica de los genotipos hallados

El genotipo B fue detectado en todas las localidades estudiadas, en
cambio, el genotipo All solamente se hallé en 2 barrios. Las infecciones mixtas
(All+B) unicamente fueron halladas en la provincia de Mendoza. Por otro lado,
el genotipo B se hall6 tanto en zonas urbanas como rurales mientras que el
genotipo All solo se detecté en zonas urbanas, al igual que las infecciones con
ambos genotipos.

En las muestras analizadas, el genotipo B fue predominante en todas las
localidades excepto en Berisso. En este barrio predominé el genotipo All. El
analisis estadistico indic6 diferencias significativas entre el genotipo de Giardia
identificado y la localidad estudiada (p=0,000; test de Chi cuadrado) (figura
3.2).

c
% DAIl+B
I} G. Mansilla
v mB
5 Atalaya
% mAIl
~ ElPalihue
4 de junio
El Carmen

J. Aeroparque

0 5 10 15 20 25 30

N¢ de muestras fecales humanas

Figura 3.2: Distribucién de los genotipos de G. /amblia en muestras fecales humanas
clasificadas seglin las distintas localidades. (n=84). All: genotipo All, B: genotipo B, All+B:
ambos genotipos en la misma muestra.
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3.2 ldentificacién de los genotipos zoonéticos de G. /lamblia en

muestras de origen animal

De las 95 heces de animales analizadas se detectaron quistes de Giardia en
11/54 (20,3%) perros y en 7/30 (23,3%) terneros. Todos los animales infectados
pertenecieron a las localidades de General Mansilla y Atalaya. No se detectaron
muestras positivas en heces de gatos, de caballos ni de vacas.

En las muestras positivas solamente se detectd el genotipo B y se obtuvo

amplificacién en 7/11 heces caninas y en 6/7 de terneros (figuras 3.3 y 3.4).

mB

64% AU

Perroc

Figura 3.3: Genotipos de G. /lamblia en muestras fecales de origen canino, positivas por
microscopio 6ptica (n=11). B: genotipo B, AU: ausencia de amplificacién.

@B

mAU

14%

Ternernc

Figura 3.4: Genotipos de G. /lamblia en muestras fecales de origen vacuno, positivas por
microscopio 6ptica (n=7). B: genotipo B, AU: ausencia de amplificacién.
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3.3 Distribucién de los genotipos en zonas rurales y urbanas

Sobre un total de 84 muestras humanas genotipificadas, 21 de ellas (25%) se
localizaron en zonas rurales, mientras que las 63 restantes se hallaron en zonas
urbanas (75%).

Con respecto a las 13 heces de animales genotipificadas, 2 perros y todos los
terneros correspondieron a zonas rurales, en tanto que 5 perros pertenecian a

familias de zonas urbanas.

1) Zona rural
El 100% de las muestras fecales de humanos (21/84) y animales (2 perros
y 6 terneros) genotipificadas resultaron genotipo B. Estas heces correspondian a

pobladores de las zonas rurales de 2 localidades de la provincia de Buenos Aires.

En dos campos de General Mansilla, se hallaron nifios, perros y terneros
infectados con genotipo B. En el campo | se detectaron 3 hermanos de 2, 6 y 7
anos infectados con G. /lamblia, y en 2 de ellos se obtuvo el genotipo B. De los
animales analizados en ese campo se encontré 1 perro y 2 terneros parasitados
con el genotipo B de Giardla.

En el campo Il se hallaron 3 hermanos (2, 4 y 6 afos) y 1 adulto
infectados con Giardia, de los cuales, 2 nifios presentaron genotipo B. También
se encontraron 4 terneros parasitados con el mismo genotipo zoonético. Como
se observa en la tabla siguiente, en ese campo y durante el periodo estudiado no

se detectaron perros parasitados con Giardia.

La distribucion de los genotipos detectados en muestras de los campos

lecheros (1 y 1l) se observa en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1: Genotipos detectados en las muestras positivas para Grardia de origen humano y
animal, en los 2 campos lecheros de General Manisilla.

Campo Humanos Humanos Perros Perros Terneros Terneros
lechero cdédigos  genotipo cédigos genotipo cédigos  genotipo
| Ba9 B Ball AU Bal12 B

Bal8 B Bal7 B Ball3 AU
Bal3 AU Ba121 B
[ Ba86 AU - - Bal09 B
Ba72 AU Bal14 B
Ba85 B Ball5 B
Ba87 B Ba122 B

En resumen, se encontraron 6 nifios de 2 a 7 afios y un adulto infectados
con Giardia genotipo B. También, se detecté un perro y 6 terneros parasitados

con el mismo genotipo los nifios de esos campos.

/l)  Zona urbana

En las zonas urbanas se detectaron los genotipos All y B en heces humanas y
solamente el genotipo B en perros. Sobre un total de 63 heces humanas, en 11 de
ellas se detectd el genotipo All (17,4%); en 49, el genotipo B (77,7%) y en 3,
una infeccién mixta por los genotipos All y B (4,9%). Todos los perros urbanos

infectados con Giardlia presentaron genotipo B.

En varias viviendas de zonas urbanas se hallaron nifios y sus perros
mascotas parasitados con el mismo genotipo zoondtico B. En el hogar | se
detectaron 2 hermanos de 4 y 8 afios y 2 perros infectados con Giardia. De los
cuales, un nifio y un perro presentaron genotipo B. En el hogar Il se encontré un
perro parasitado con genotipo B. Esta mascota convivia con un nifio de 3 afios
también infectado con el mismo parésito pero la muestra no pudo ser

genotipificada. Las viviendas Ill y IV eran colindantes y en ellas se detectaron
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nifios de (3, 6 y 10 afios) y sus perros infectados con el mismo genotipo
zoondtico. En el hogar Ill tenian 2 gatos como mascotas que no presentaron
infeccién con Giardlia. En el hogar V se detecté un nifio de 2 afios con genotipo
All que tenia 3 perros también infectados con Giardia. Ninguno de estas heces

caninas pudo amplificarse.

Existen varios estudios que indican que la presencia de perro en el hogar
aumenta el riesgo de infecciéon para los humanos (Traub y col., 2004). Segun
Ratanapo y col. (2008), el contacto con perros més de una vez por semana
produce un incremento de 2,3 veces la infecciéon con Giardia. En este estudio no
se encontraron diferencias significativas (test de Chi cuadrado, p=0,19) entre la
presencia de perro en el domicilio y el genotipo de Giardia en los nifios

infectados.

Los resultados de la genotipificacién de las muestras humanas y caninas de

zonas urbanas se observan en la tabla 3.2.

Tabla 3.2: Genotipos detectados en muestras positivas para Giardlia de origen humano y
canino, provenientes de hogares de zonas urbanas de General Mansilla (1 y 1), Atalaya
(111 y 1V) y Berisso (V).

Vivienda Humanos  Genotipo Perros Genotipo
| Ba4 AU Ba5 AU
Ba32 B Bal5 B
1 Bal0 AU Bal6 B
1" At31 AU At35 B
A% At27 B At29 AU
At34 B At59 B
\Y Be93 (2) All Bel23 AU
Bel24 AU
Bel25 AU

Nora Molina



RESULTADOS Y DISCUSION: OBJETIVO 1 55

3.4 DISCUSION

En las 502 muestras fecales humanas analizadas se detectaron quistes de
Giardia en 107 (21,3%). La genotipificacion de las heces fue exitosa en 84 de
ellas (79%). Fue evidente el predominio de genotipo B. Estas observaciones
estdn en concordancia con Caccid y colaboradores (2008) que indicaron un
predominio global del genotipo B en el mundo.

Diversos estudios realizados en Estados Unidos y Francia reportaron que
la mayoria de las infecciones fueron causadas por el genotipo B (Amar y col.,
2002; Bertrand y col. 2005; Read y col., 2002). En Inglaterra, Thompson
(2004), reveld un predominio de genotipo B (64%). Similarmente, Lebbad y col.
(2008) indicaron que el 80% de infecciones por Giardia en una poblacién de
Nicaragua se debieron al genotipo B. Las mismas conclusiones fueron reportadas
por Guy y col. (2004), indicando que el genotipo B fue predominante en India,
Pert y Estados Unidos.

En cambio, en otros paises como Brasil, Uganda, México y Canada se
reportd que el genotipo A fue el més prevalente. (Caccid y col. 2008; Gelanew vy
col., 2007; van der Giessen y col., 2006; Volotao y col., 2007). De modo
similar, el genotipo A se caracterizé en 7 pacientes de Corea (Yong y col., 2000).
Resultados anélogos se obtuvieron en dos localidades distintas de México donde
se detectd el genotipo All en todos los infectados con Giardia. (Ponce-Macotela

y col., 2002; Cedillo-Rivera y col. 2003).

El predominio de un genotipo sobre otro en un area de estudio ha sido
atribuido a varios factores biolégicos o geogréficos (Sulaiman y col., 2004). A la
fecha, la informacion sobre los diferentes genotipos de Giardlia ha sido obtenida
mediante estudios de focos endémicos localizados o por estudios longitudinales
de observacién y genotipificacién de casos positivos. Diversos investigadores
destacaron que en ciertas zonas endémicas existe un predominio absoluto de un
genotipo zoonético y la ausencia del otro genotipo (Ponce Macotela y col.,

2002; Volotao y col., 2007). Al igual que estos autores, en General Manisilla,
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Atalaya y en los 2 asentamientos precarios se encontré una dominancia absoluta

del genotipo B.

La ocurrencia de infecciones mixtas ha sido reportada en diversos
paises como Australia, Inglaterra, India, Italia y Etiopia, con porcentajes que
varian entre el 2 y 21%, siendo mayor en paises con menor desarrollo
econémico. (Caccio y col., 2008; Gelanew y col., 2007; Lalle y col., 2005;
Traub y col., 2004). En este trabajo de tesis se encontraron solamente 3 nifios
con infeccién mixta por los genotipos All y B, que vivian en Mendoza. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Guy y col. (2004) que al procesar

15 heces humanas y encontraron 3 pacientes con ambos genotipos (A+B).

Teniendo en cuenta que la giardiosis se presenta de manera endémica por
contagio interpersonal, por ingestion de agua o alimentos contaminados, por
falta de saneamiento ambiental sumado a la ausencia de normas higiénicas
podemos afirmar que en las muestras estudiadas el genotipo endémico es el B,

siendo el All de distribucién mas restringida en nuestro pais.

Sobre un total de 95 heces de animales, se detectaron quistes de Giardia
en 18 muestras, 11 perros y 7 terneros. Se logrd la genotipificacién en 13 heces y
en todas se hallé el genotipo B. Como se menciond previamente, los animales
pueden estar infectados con diferentes genotipos de Giardia. Los perros pueden
presentar infecciones con genotipos zoondticos (A y B) o con genotipos especie-
especificos (C y D) (Caccio y col., 2005; Thompson y col., 2008).

En el mundo, se han encontrado perros infectados con diversos genotipos
en dreas urbanas de numerosos paises como México, Brasil, Japdn, ltalia, Polonia
y Tailandia (Berrilli y col., 2004; Eligio-Garcia y col., 2005, Lalle y col., 2005;
Palmer y col., 2008; Volotao et al., 2007). Estudios recientes han revelado que
los perros de ciertos paises se encuentran infectados predominantemente con
genotipos C y D, y en menor medida el A. En Alemania, van der Giessen y col.

(2006) encontraron que el 100% de los perros estaban infectados con genotipo
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especie-especifico (D). Palmer y colaboradores (2008) analizaron 88 heces de
perros domésticos y refugiados de Australia, detectando 87 con genotipos Cy D
y s6lo uno con genotipo A. Barutzki y col. (2007) reportaron un predominio
casi absoluto de genotipos no zoondticos en 92 perros de Alemania, indicando

que los perros presentarian bajo riesgo zoonético para el hombre.

En contraste con esos estudios, la presencia de los genotipos zoondticos
en caninos ha sido publicada por diversos autores. Leonhard y col. (2007)
reportaron que el 60% de los perros de una zona urbana de Alemania estaban
parasitados con genotipo A. De igual modo, en ltalia, Berrilli y col. (2004)
encontraron que el 23% de los perros infectados tenian genotipo A o A/C. En la
India, Traub y col. (2004) revelaron que los perros presentaban solamente los
genotipos zoondticos de Giardia. En Estados Unidos, van Keulen y colegas
(2002) reportaron la presencia de genotipos A y B en diversos animales

domésticos y silvestres.

Investigaciones recientes en focos localizados han brindado evidencia
sobre el rol de los perros en la transmisién zoonética de Giardia. Varios estudios
llevados a cabo en India y Bangkok revelaron que los perros y sus duefios
compartian el mismo genotipo de Giardia (Traub y col., 2004; Thompson y col.,
2008).

Inpankaew y col. (2007) analizaron las heces de monjes y perros de
numerosos templos de Bangkok y encontraron que las muestras humanas
presentaron genotipos A y B mientras que la mayoria de los perros tenian
genotipo A. Estos autores sugieren que los perros de los templos de Tailandia

poseen potencial zoonético para los pobladores de esas comunidades.

El rol de los perros como transmisores de Giardia ha sido ampliamente
estudiado y es reconocido como un problema de salud publica, especialmente en
paises en desarrollo y en barrios carenciados o con bajos niveles
socioecondmicos. En esas comunidades, los bajos niveles de higiene y practicas

humanas tales como la defecacién al aire libre y la eliminacién inadecuada de los

Nora Molina



RESULTADOS Y DISCUSION: OBJETIVO 1 58

residuos domésticos que pueden ser ingeridos por animales; exacerban el riesgo

de transmisiéon zoonédtica de la giardiasis.

En referencia al ganado vacuno, investigadores de diversos paises como
Australia, Canadé, Bélgica, ltalia y Estados Unidos reportaron que las vacas y
terneros se infectan mayormente con los genotipos E y A (O’ Handley y col.,
2000). Similarmente, dos estudios llevados a cabo en Estados Unidos por Trout y
col. (2006; 2007) revelaron que el ganado vacuno se encontraba parasitado en
forma preponderante con el genotipos E y menos del 10%, con genotipo A. Del
mismo modo, Uehlinger y col. (2006) recolectaron muestras fecales vacunas de
distintas granjas de Estados Unidos y revelaron un 94% de genotipo E y 6% de
genotipo A. (Caccio y col., 2005; Thompson y col., 2008).

En cambio, Langkjeer y col. (2007) estudiaron vacas lecheras de Bélgica y
revelaron que el genotipo A fue predominante. Ademds, encontraron que el
31% de los terneros sufrian infecciones mixtas de 2 genotipos (A y E). Resultados
similares obtuvieron en una granja de cria intensiva de Canadé, Appelbee y col.,
(2003). Todos estos autores han sugerido los terneros se infectan con genotipo A
y por lo tanto, podrian ser un reservorio zoondtico importante para Giardia.

Por el contrario, estudios realizados en Australia y Estados Unidos
reportaron 100% de genotipo no zoonético (E) (Becher y col., 2004; Trout y
col., 2006). Por consiguiente, estos autores han sugerido que la deteccién del
genotipo especie-especifico en la mayoria de los animales estudiados indicaria un

bajo potencial zoonético para el hombre.

A la fecha, existen pocos reportes sobre el genotipo B en el ganado
vacuno. van Keulen y col. (2002) detectaron un ternero que presenté genotipo
B en Canad&. Resultados similares fueron reportados por Giangasperro y col.
(2007) y por Coklin y col. (2007), ambos indicaron la presencia de genotipos
zoondticos en animales de granja de ltalia y de Canada. Del mismo modo, en
Italia, Lalle y col. (2005) encontraron genotipos zoondticos Ay B en el 33% de

los perros y el 88% de los terneros analizados.
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Este es el primer reporte de la infeccién de terneros con genotipo B de
Giardia en Argentina. En este estudio, el 86% de los terneros muestreados de
General Mansilla se encontraban parasitados con el genotipo zoondtico B.
Ademads, se detectd un perro del campo | infectado con el mismo genotipo que
los terneros y los niflos de ese lugar, reforzando el caracter zoondtico de la
infeccién. Estos resultados estan en concordancia con los publicados por Traub y
col. (2004) que reportaron que los pobladores y los perros provenientes de una
comunidad aislada de recolectores de té en la India se encontraban infectados

con el mismo genotipo de Giardla.

Segin Thompson y col. (2008), G. /amblia presenta varios ciclos de
transmisién parasitaria que pueden interactuar entre si e involucran a los seres
humanos, al ganado, a los perros/gatos y a los mamiferos silvestres. El agua y el
suelo contaminados podrian ser considerados como fuente de infeccién para los
animales. Este pareceria ser el caso en los campos de General Mansilla, donde los
perros podrian ingerir las heces vacunas o humanas o el agua contaminada con
quistes de Giardia. Posteriormente, estos animales, en su libre deambular,
podrian actuar como diseminadores de la infeccién a los habitantes y animales
del lugar, continuando con el ciclo de infeccién. En estos campos, los animales
actuarian como reservorios no humanos de la infeccién contaminado el agua vy el
suelo y transmitiendo la infeccién a las personas favoreciendo la perpetuaciéon de

Giardia en la naturaleza.

Los cambios demogréficos, las alteraciones del medio ambiente, los
cambios climéticos, el uso intensivo de la tierra, las migraciones de pobladores y
animales y las practicas humanas convergen a favor de la emergencia y
diseminacién de las zoonosis parasitarias. En esta tesis, el genotipo B de Giardia
presenté caracteristicas zoonéticas. En este relevamiento, el genotipo B se
detecté en 64% de los perros y en 86% de los terneros estudiados, reforzando
el caracter endémico de este genotipo. La presencia de nifios y perros parasitados
con el mismo genotipo apoya la hipdtesis de la transmisidn zoondtica entre

humanos y animales en las regiones estudiadas.
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4.1 Relaciones entre las variables sexo, edad y genotipo de G. /lamblia

De las 84 muestras fecales amplificadas, el 60.7% (n=51) correspondi6 a
varones y el 39.3% (n=33) a mujeres. En ambos sexos se observd un
predominio de genotipo B.

El 76% de los varones estuvo infectado con genotipo B, el 20% con All y
sélo 2 mostraron una infeccién mixta (All+B). En el sexo femenino se encontrd
un predominio casi absoluto de genotipo B (94%), una se infecté con genotipo
All y otra presentd una infeccién mixta (All+B). La distribucién de los genotipos

de G. /lamblia segin el sexo del infectado se observa en la figura 4.1
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Figura 4.1: Distribucién de los genotipos de G. /lamblia en relacidon al sexo de los
infectados (n=84)

Se estudié la edad promedio de los nifios parasitados con cada genotipo
al momento de la toma de muestra. Para el genotipo All, la edad promedio fue
3 afos y 6 meses, mientras que para el genotipo B fue 6 afios y 6 meses

(p=0,031; test de Mann-Whitney)

Posteriormente, se dividié a la poblacién estudiada en 3 grupos etarios El

grupo | correspondié a nifos en edad preescolar, el grupo Il, nifios en edad
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escolar y el grupo lll estaba formado por los padres de los nifios que se

realizaron el estudio. (I: hasta 5 afos inclusive, Il: 6 a 14 y 1lI: adultos).

En el grupo |, los nifios se infectaron con ambos genotipos, mientras que

las nifas, solamente con genotipo B. En cambio, en los grupos Il y Il no hubo

diferencias en la infeccién por uno u otro genotipo.

La distribucién de cada genotipo en relacién a la edad demostré que 3 de

cada 4 personas infectadas con genotipo All eran nifios menores de 5 afos.

Ademads, en el grupo Il (escolares) se detectaron 2 nifilos y una nifia con

infecciones mixtas (All+B) (figuras 4.2 y 4.3).

Genotipo All

73%

18%

' 9%

OGrupo |
B Grupo 1l

B Grupo 1l

Figuras 4.2: Distribucién del genotipo All en los distintos grupos etarios.

Genotipo B

49%

OGrupo |

B Grupo 1l

B Grupo 1l

Figuras 4.3: Distribucién del genotipo B en los distintos grupos etarios.
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Posteriormente, se estudid la relaciéon entre el sexo de los infectados y el
genotipo en cada grupo etario, observandose diferencia significativa en los
varones menores de 5 afios en los que predominé el genotipo All (test de Fisher,
p=0,015). A diferencia de ello, el sexo femenino y en particular, las nifias
menores de 5 afios, estaban mas frecuentemente infectadas con genotipo B (test

de Fisher, p=0,0155).

4.2 Anélisis de las variables socioecondmicas de las comunidades

analizadas y su relacién con el genotipo detectado

El 73% (61/84) de las personas vivia en zonas urbanas y el 60% (50/84)
tenia vivienda de material. Con respecto a utilizacién de agua, el 67% (56/84)
consumia agua potable y el resto de los pobladores poseia bomba de agua de
tipo domiciliaria o comunitaria. El 26% (22/84) de las personas eliminaba las
excretas en letrinas, el 52% (44/84) en pozos y solamente el 21% (18/84) poseia
cloacas.

El 73% (61/84) de los hogares tenia recoleccién periddica de residuos, en
cambio, el resto de los pobladores, arrojaba la basura a cielo abierto o la
quemaba en descampados cercanos al domicilio. Ademas, el 46% (39/84) de las

viviendas se inundaban con las lluvias (a veces o frecuentemente) (figura 4.5).
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Figura 4.5: Distribucién de los genotipos de G. /amblia de humanos segin las zonas
urbana y rural. (n=84)
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En este relevamiento se hallaron diferencias significativas entre el genotipo
hallado y la zona de residencia (test de Chi cuadrado, p=0,019).

El genotipo B fue hallado tanto en zonas urbanas como rurales. Mas del
30% de los parasitados con este genotipo no tenian recoleccién periddica de

residuos domiciliarios ni agua corriente (figura 4.6).
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Figura 4.6: Distribucion de los genotipos de G. /lamblia segin el tipo de eliminacién de
las excretas. (n=84)

Con respecto al genotipo de Giardia detectado en las zonas rurales se
hallé una asociacion significativa entre el genotipo B y la eliminacién de residuos
a cielo abierto o en el peridomicilio (test de Chi cuadrado, p=0,012) (figuras 4.7

y 4.8). No se encontraron diferencias significativas con las otras variables

estudiadas.
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Figura 4.7: Relacion entre el genotipo detectado y el porcentaje de personas que poseen
recolecciéon domiciliaria de residuos.
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Figura 4.8: Vista posterior de la vivienda rural de General Mansilla donde se observan
los residuos domiciliarios acumulados en el peridomicilio.

Con respecto a los genotipos hallados en las zonas urbanas, se
encontraron diferencias significativas entre el genotipo detectado y el tipo de
eliminacién de las excretas (test de Chi cuadrado, p=0,0046). Todas las personas
infectadas con genotipo All habitaban en casas que no tenian tenia red cloacal.

(figura 4.9).

Figura 4.9: Vista de una casa con letrina ubicada en el barrio de Berisso.

En cambio, el genotipo B se hallé en personas que tenian los 3 tipos de

eliminacién de excretas en sus hogares (letrina, 24%; pozo, 55% vy cloacas,
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21%). No se encontraron diferencias significativas con el tipo de materiales de la
vivienda, con el tipo de agua de consumo ni con la inundacién del domicilio con

las lluvias.

4.3 DISCUSION

En ambos sexos se observé un predominio de genotipo B, hecho que se
corresponde con el predominio global del genotipo B en las infecciones humanas
(83 %). A diferencia de ello, el genotipo All fue predominante en el sexo
masculino, fundamentalmente en los nifios, mientras que las infecciones mixtas

s6lo fueron detectadas en nifos de edad escolar.

El hallazgo de nifios varones infectados, en su mayoria, con genotipo All,
podria explicarse en base a sus conductas o habitos de juego ya que los nifios
jugaban y pescaban en las zanjas abiertas peridomiciliarias con aguas servidas.
Estos resultados estdn en concordancia con los reportados por Ratanapo vy
colegas (2008) que indicaron que la transmisién hidrica podria estar involucrada
en la infeccién por genotipo A de G. lamblia. En cambio, el sexo femenino y en
particular, las nifias menores de 5 afos, estaban mas frecuentemente infectadas

con genotipo B indicando una fuente de infeccién diferente a la de los varones.

Con respecto a las infecciones mixtas, se detectaron 3 nifilos en edad
escolar infectados con 2 genotipos (All+B), lo que indicaria que los nifios
pudieron haber estado en contacto con méas de una fuente de infeccién, por
ejemplo aguas servidas. La ocurrencia de infecciones mixtas refleja la compleja
circulacién del parésito en el medio ambiente y la exposicién de las personas y

animales a multiples fuentes de infeccién (Gelanew y col., 2007).

Resulta evidente que los nifios infectados con genotipo All presentaron
significativamente menor edad que los infectados con genotipo B. Estos

resultados difieren de los publicados por Minvielle (2005) en los que reporta
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nifios parasitados con genotipo All cuyas edades estaban comprendidas entre 7 y
13 afos.

Segin Kohli y col. (2008), en Brasil, la edad de la primera infeccién con
ambos genotipos de G. /amblia fue similar. A diferencia de los resultados
obtenidos por esos autores, en esta tesis se encontré diferencias significativas
entre la edad de infeccién y el genotipo del parésito. Los nifilos de menor edad se
infectaron mas frecuentemente con el genotipo All que con el B, lo que podria
indicar una posible relacién con la madurez del sistema inmune, la virulencia de
la cepa infectante o el estado nutricional de los nifios. Estos resultados refuerzan
el concepto que las infecciones parasitarias dependen de factores del huésped
como la edad, el estado inmune y las condiciones nutricionales; y de factores
parasitarios como la virulencia y la patogenicidad de la cepa infectante.

El predominio del genotipo B fue observado en diversas zonas de
Argentina y podria representar la reexposicién al genotipo zoondtico B en las
comunidades donde es altamente prevalente. Del mismo modo, Kohli y col.
(2008) reportaron que los niflos presentaban un marcado predominio del

genotipo B en las infecciones recurrentes con Giardia.

Al analizar las distintas variables epidemiolégicas se observd que todas las
personas parasitadas con genotipo All o con infecciones mixtas presentaban
ciertas caracteristicas comunes; vivian en zonas urbanas, tenian recoleccién
periddica de residuos y consumian agua potable de red. Con respecto a las zonas
urbanas, la utilizacién de letrina podria estar asociada a la falta de lavado de

manos por la lejania al agua potable.

En las zonas rurales, se observé una asociacion entre la eliminacién de
basura en el peridomicilio y el genotipo B. Ademas, este genotipo zoonético fue
hallado en perros que conviven con las personas de esos hogares. Si bien, la
presencia de basura en el patio no seria una variable fundamental en la
transmisién de Giardia, podria actuar como indicador de otros héabitos sociales y

culturales.
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En resumen, en ambos sexos se observé un predominio de infeccién con
genotipo B. Sin embargo, el genotipo All presentd diferencias en cuanto a su
distribucién ya que se hallaron 10 varones y sélo una mujer, parasitados con este
genotipo. Considerando la edad de infeccién se observd que los nifios
parasitados con genotipo All fueron significativamente menores que los
infectados con B, sefialando la eventual asociacién con la maduracién del sistema
inmunoldgico, con la virulencia de la cepa infectante y/o el estado nutricional de
los nifios. Sumado a ello, los nifios y las nifias menores de 5 afos presentaron
distinto genotipo de Giardia, indicando la posibilidad de fuentes de infeccién

diferentes para cada grupo.

Se encuentra ampliamente reconocido que el parasitismo intestinal estéd
determinado por el acceso de las personas a los recursos materiales, humanos y
de saneamiento, asi como también las practicas de alimentacién e higiene. En
relaciéon al genotipo B de Giardia detectado en la zona rural se hallé una
asociacion significativa entre este genotipo y la eliminacién de residuos a cielo
abierto por los residentes del lugar sugiriendo que esta practica podria estar
asociada a la diseminacién de la infeccién. A diferencia de ello, en las zonas
urbanas se encontraron ambos genotipos y se hallaron diferencias significativas

entre el genotipo All y la ausencia de cloacas en las viviendas de la zona.
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5.1 Relacién entre la signosintomatologia y el genotipo infectante

Para el andlisis de la signosintomatologia se seleccionaron los pacientes
parasitados con G. /amblia como Unico parésito patédgeno y cuyas heces fueron

genotipificadas por PCR-RFLP aplicando las técnicas descritas previamente.

Las personas que cumplieron todos los criterios fueron 42/84 (50%) y de
ellas, 17 presentaron algin signo/sintoma, mientras que el resto de las personas
fueron asintomaticos (figura 5.1). De los pacientes sintométicos, 16/17 (94%)

tenian infeccién por genotipo B.

E sintomaticos

B asintomaéticos

40,5%

59,5%

Figura 5.1: Distribucién de personas con y sin sintomas infectadas solamente con GC.
lamblia (n=42). (Sintométicos: personas que posefan uno o mas signos/sintomas
relevados en este estudio; Asintométicos: personas que no presentaron signos/sintomas).

Cuando se analizaron los signos/sintomas en pacientes infectados con un
genotipo en particular (All o B), no se observaron diferencias significativas entre
los sintométicos y asintomaticos en cada genotipo (test de Chi cuadrado,

p=0,24) (figura 5.2).

Nora Molina



RESULTADOS Y DISCUSION: OBJETIVO 3 69

20 E sintomaticos

B asintomaticos
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Figura 5.2: Distribucién de las personas con y sin signos/sintomas en relacién al genotipo
hallado, n=42. (Sintométicos: personas que posefan uno o mds signos/sintomas
relevados; Asintomaticos: personas que no presentaron ningun signo o sintomas).

Posteriormente, se analizé la signosintomatologia en relacién al genotipo
infectante considerando la edad del infectado. Para el genotipo All, no se
encontraron niflos con signos/sintomas. En cambio, se detecté un adulto
sintomatico.

En relaciéon al genotipo B, se detectaron 15 nifios y 1 adulto con
signos/sintomas. Ninguna persona infectada con los 2 genotipos (All+B) de

Giardlia present6 signos/sintomas.

Teniendo en cuenta las 17 personas sintométicas (1 con All y 16 con B)
parasitadas con G. /amblia, el sintoma mas frecuente fue el dolor abdominal
(72%), seguido de anorexia y vémitos (44%); diarrea (39%), suefio alterado

(27%) y por Gltimo, decaimiento (22%).

Los 15 nifios infectados con genotipo B presentaron principalmente dolor
abdominal, anorexia y vémitos. Menos de la mitad de los nifios presentd
diarrea. En menor medida se encontraron algunos nifios con decaimiento general

y suefo alterado (figura 5.3).
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Figura 5.3: distribucion de los signos y sintomas de las personas infectadas con los
genotipos All y B de Giardia (n=17)

A continuacién, se analizé la presencia/ausencia de signos vy
sintomas en relacién a la edad del infectado (figura 5.4). Si bien no se hallaron
diferencias significativas, se observé una tendencia a presentar menos sintomas a

mayor edad del infectado (test de Chi cuadrado, p=0,57).
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Figura 5.4: Relacién entre el nimero de infectados con genotipo B con y sin
signosintomatologia en relacién con el grupo etario. (n=42). (Sintomaticos: personas
que poseian uno o més signos/sintomas relevados en este estudio). Grupo I: nifios
menores de 5 afios, grupo ll: nifios de 6 a 14 afios, grupo lll: adultos.
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5.2 Relacién entre genotipo infectante y coinfeccién parasitaria

Para analizar la eventual relacién entre el genotipo de Giardia y la
presencia de otros parésitos, se seleccionaron las muestras provenientes pacientes
parasitados con G. /amblia y genotipificadas por PCR-RFLP con las técnicas

descriptas previamente.

En las personas infectadas con G. lamblia (n=84) se investigd la presencia
de otros parasitos en heces. Se observd que el 64% de las personas con genotipo
All y el 50% de los parasitados con genotipo B se encontraban infectados con
uno o mas parasitos intestinales. A diferencia de ello, ninglin nifio parasitado con

los 2 genotipos (All+B) presentd otros paréasitos en heces (tabla 5.1).

Tabla 5.1: Distribucién de parésitos intestinales detectados en heces humanas y nimero
de personas parasitadas con genotipos All y B de G. lamblia.

Parésitos en heces humanas Genotipo All  Genotipo B

Giardia lamblia 4 35

Giardia + Blastocystis hominis

—_
p—

Giardia + Enterobius vermicularis

Giardia + Ascaris lumbricoides

Giardlia + Strongyloides stercoralis

Giardia + Hymenolepis sp.

Giardia + Blastocystis + Entamoeba coli

Giardia + Blastocystis + Ascaris

Giardia + Blastocystis + Enterobius

ol O] O O O O O w »
BNlODN NN W NN

Giardia + Ascaris + Enterobius

Se encontraron diferencias significativas entre la presencia de genotipo All
de G. lambliay la coinfeccién con Enterobius vermicularis (test de Chi cuadrado,
p=0,018; OR=12,7)

En este caso, los niflos que estaban parasitados con genotipo All y £

vermicularis manifestaron los siguientes hébitos higiénicos: 2/3 jugaban descalzos
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en el peridomicilio, 2/3 se bafiaban al menos una vez por semana y el restante,
lo hacia 1 o 2 veces al mes. Todos refirieron que no se lavaban las manos antes
de ingerir alimentos y después de defecar debido a la falta de agua potable. Los
hogares donde vivian estos nifios presentaban hacinamiento ya que dormian mas
de 3 nifos en la misma habitacién. Otro dato a destacar es que las madres de

estos nifos solamente tenian estudios primarios incompletos.

5.3 DISCUSION

Los sintomas de la infeccién por Giardia son altamente variables y algunos
individuos pueden eliminar quistes infecciosos sin presentar sintomas clinicos
mientras que otros sufren una enfermedad diarreica aguda o crénica.
Actualmente se ha postulado que intervienen factores del huésped y del parésito,
sin embargo, no se conoce con exactitud porqué ciertas personas desarrollan
giardiosis clinica mientras que otros permanecen asintométicos.

Algunos reportes describen una correlacién entre la presencia de diarrea
persistente y el genotipo B infectante, otros estudios sugieren que el genotipo B
es mas prevalente en nifos asintomaticos. A diferencia de ellos, existen varios
investigadores que reportan la ausencia de correlacién entre el genotipo y la
signosintomatologia (Cedillo Rivera y col., 2003; El-Shazly y col., 2004; Read y
col., 2002). En concordancia con estos Gltimos, en las muestras analizadas no se
observé ninguna asociacion estadistica significativa entre la presencia de

signosintomatologia y el genotipo de Giardia infectante.

En las personas sintométicas parasitadas solamente con Giardia, el sintoma
mas frecuente fue el dolor abdominal seguido de anorexia y vémitos, diarrea,
suefio alterado y en menor medida, decaimiento.

Los nifios infectados con genotipo B fueron oligosintomaéticos, mientras
que el nifio con All fue polisintomético. A diferencia de ello, los nifios con

infeccién mixta fueron totalmente asintomaticos. Estos resultados difieren de los
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publicados por Almeida y col. (2006) que encontraron que todos los nifos

parasitados con genotipo B fueron asintomaéticos.

En relacién a la edad del infectado se observé una tendencia a presentar
menos sintomas a mayor edad del infectado. Segiin Hughes y Nelly (2006), la
inmunidad parasitaria se construye gradualmente, detectdndose las mayores
complicaciones en los nifios de menor edad. Al igual que estos autores, Adam
(2001) indicé que las infecciones por Giardia tienen una mayor incidencia en
nifios menores de 5 afos de edad quizas debido a que su sistema inmune no se
encuentra totalmente desarrollado. En concordancia con estos autores, el
ndmero de niflos sintométicos con genotipo B disminuye a medida que aumenta

la edad del infectado.

Las parasitosis intestinales en niflos pequefios prevalecen en zonas donde
predominan la pobreza, las inadecuadas condiciones sanitarias y escasas précticas
de higiene. Ademaés, el hacinamiento y la falta de agua potable son factores
predisponentes. Aunque con menor frecuencia, se ha establecido que las précticas
de cuidado materno también estdn relacionadas con la mayor frecuencia de

parasitosis intestinal (Alvarado y Véasquez, 2006).

En concordancia con estos autores, los 3 nifios infectados con genotipo All
y E. vermicularis presentaron varios factores predisponentes a la infeccién. Por
ejemplo, la falta de agua potable y el uso de letrinas alejadas de la fuente de
agua predisponen a un menor lavado de manos y por consiguiente, se potencia
la transmisidn fecal-oral de los parésitos. Por lo tanto, la asociacién entre ambos
parasitos indicaria una infeccién por contacto humano o por compartir juguetes
contaminados por las manos sucias. Esta hipdtesis se reforzaria porque no se

detectaron animales con genotipo All.

En resumen, se caracterizd el genotipo de G. /amblia en personas con
giardiosis y no se observd relacién entre el genotipo infectante y la

signosintomatologia. Por otro lado, se hallé una asociacién significativa en los
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parasitados con genotipo All de Giardia y el helminto intestinal Enterobius
vermicularis. Estos nifios pudieron contagiarse por compartir ropa o juguetes
contaminados con materia fecal o por el estrecho contacto al dormir varias
personas en la misma habitacién y/o cama, sumado a las pobres précticas de

higiene que presentaban estos infantes.
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Se han reportado numerosas técnicas para la obtencién de parésitos en
muestras fecales, no obstante, todas tienen como finalidad la concentracién de
elementos parasitarios y la disminucién de sustancias que podrian interferir en la
genotipificacion. En general, los métodos tradicionales utilizan soluciones de alta
densidad de sacarosa, cloruro de cesio, nitrato de sodio, bromuro de potasio,
sulfato de zinc o percoll. Asimismo, los quistes de protozoos se pueden
concentrar en papel de filtro o con particulas magnéticas recubiertas con
anticuerpos especificos (separaciéon inmunomagnética) (Nantavisai y col., 2007;
Troll y col., 1997; Zarlenga y Trout, 2004).

Varios autores han reportado la obtencién de parasitos mediante la
filtracion a través de membranas o la floculacién. Esta Gltima presenta una buena
recuperacion de quistes de Giardlia, pero no resulta aplicable en muestras fecales
por la precipitacién de gran cantidad de detritos que interfieren con la
recuperacion del parasito (Carnevale y col., 2000; Zarlenga y Trout, 2004).

Si bien, el gradiente de sacarosa es uno de los métodos mas utilizado,
pocos autores coinciden en la densidad de sacarosa 6ptima para concentrar
quistes parasitarios. Por otro lado, la excrecién de quistes de Giardlia en las heces
se produce en forma intermitente y en cantidades variables.

Sumado a ello, ha sido reportado que el agregado de formol a las heces
altera la flotabilidad de los parasitos (Alvarado y Wasserman, 2006; LeChevallier
y col., 1995; Massanet-Nicolau, 2003; Ribeiro Moitinho y col. 1999; Sauch,
1984; Xiao y Herd, 1993).

6.1 Obtencién de quistes de G. lamblia

6.1.1 Optimizacién de las condiciones de obtencién

Se realizaron 2 experiencias para investigar la influencia del recuento
inicial de quistes en heces y de la densidad de sacarosa en la obtencién de quistes

de G. /lamblia en muestras fecales formoladas.
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Experiencia I:

Se parti6 de una muestra de heces conservada en formol con una
concentracién de 650 quistes/ul de Giardia, detectados por microscopia dptica.
Se realizaron 2 diluciones en PBS (1:2 y 1:10) y se contaron los quistes en cdmara
de Neubauer (C). Las 3 alicuotas (I/heces sin diluir, 11/1:2 y 111/1:10) se procesaron
simultdneamente con la técnica de colchén de sacarosa (Polverino y col. 2004).
Brevemente, las suspensiones fueron centrifugadas a 200g durante 5 min, los
quistes se resuspendieron en PBS y se agregd la solucién de sacarosa (densidad
1,27); tal que se formaran 2 fases (sacarosa-heces).

Luego de la centrifugacién de los tubos a 250g durante 10 min, se
recolectd la fase sacarosa. Se diluyd con 2 volimenes de PBS y se centrifugd
nuevamente. Los quistes obtenidos se resuspendieron en PBS y se cuantificaron
del mismo modo (Cy)

Con los datos obtenidos, se calculdé el porcentaje de recuperacién de
quistes, se midié el volumen de detritos luego de cada procedimiento y se
clasificd la turbidez en base al porcentaje de detritos encontrados en 5 campos
opticos, como limpio (L, < 25%), moderadamente turbio (MT, 25-75%) vy
turbio (T, >75%).

Experiencia 2:

Se repitié el mismo procedimiento anterior pero se utilizé una solucién de

sacarosa con menor densidad (densidad= 1,18). Los resultados de las experiencias

1y 2 se muestran en las figuras 6.1, 6.2y 6.3 y en la tabla 6.1.

Figura 6.1: A: muestra de heces sin procesar; B: sedimento fecal de la alicuota Il (1/10)
obtenido luego del procesamiento de las heces con solucién de sacarosa de densidad
1.27; C: idem anterior con solucién de sacarosa de densidad 1.18.
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Figura 6.2: Quistes de G. /amblia en 10 ul de sedimento fecal. Fotografia del sedimento
fecal obtenido luego del tratamiento con la solucién de sacarosa de densidad 1,27.
Alicuota 11l (1/10). (400X). La barra corresponde a 10 um.

Figura 6.3: Quistes de G. /amblia en materia fecal. Fotografia del sedimento fecal
obtenido luego del tratamiento en sacarosa de densidad 1,18. Alicuota 1l (1/10). (400X).
La barra corresponde a 10 um

Nora Molina



RESULTADOS Y DISCUSION: OBJETIVO 4 78

Tabla 6.1: Resultados del procesamiento de una materia fecal formolada con G. /amblia por 6
técnicas de purificacion de quistes. Cada procedimiento se realizd por triplicado. Se expresan los
valores promedios y los desvios estdndar de cada uno.

Densidad G Cs % de
Alicuota Vd/Vit Turbidez
sacarosa (x = DS) (x = DS) Recuperacién
1275 | 650,6+11.0  264,1%9,2 10,1 0,20-050  MT
] 324,6+12,5 298,0+8.6 23,0 < 0,10 L
1 65.0+4,6  126,0+4,6 48,5 < 0,10
- 1,180 | 650,6=11.0 NC > 0,80 T
] 324,6+12,5 NC 0,50-0,80 T
1 65.0+4.6  192,3%7,1 73.9 0.20-0,50  MT

Ci: concentracién inicial de quistes/ul; Cr. concentracién final de quistes/ul
% de recuperacién: (C¢ x V¢ (500 ul)/ C; x Vi (2000 ul)) x 100=

Vd/Vt: volumen de detritos / volumen total

NC: No cuantificable; MT: Moderadamente turbio; L: Limpido, T: Turbio

La solucién de sacarosa més densa permitié una buena separacién de las
fases (sacarosa-heces) con una interfase bien definida, el volumen de detritos
fecales fue menor del 50% del total y los sedimentos presentaron menor
turbidez. En cambio, la solucién de sacarosa menos densa presenté una interfase
menos definida, menor separacién de las fases, mayor volumen de detritos y
algunos sedimentos fecales resultaron tan turbios que no permitieron el recuento

(NC).

6.1.2 Amplificacién de ADN de quistes de Giardia obtenidos por

colchén de sacarosa.

El propésito de esta etapa fue evaluar la influencia de la utilizacién de
quistes obtenidos en colchdén de sacarosa sobre la amplificacién de ADN de G.

lamblia por PCR en una muestra de heces conservada en formol.
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Se parti6 de una muestra fecal humana positiva para Giardia por
microscopia Optica. Las heces fueron homogeneizadas, filtradas y centrifugadas
en las condiciones mencionadas previamente. Luego se fraccionaron en dos
alicuotas (I y Il) cuya concentracién inicial fue 210 Q/ul. Solamente la alicuota |
recibié el tratamiento con colchdén de sacarosa. Luego, ambas fracciones se
centrifugaron y resuspendieron en el mismo volumen de PBS. La figura 6.4

muestra el resultado de ambos procedimientos.

Muestra fecal

I: quistes purificados /\A I: quistes no

en colchén de purificados en colchén

Figura 6.4: Procesamiento de las alicuotas | y Il previo a la ruptura de los quistes

La ruptura de los quistes de ambas alicuotas y la extraccién de ADN se

llevé a cabo utilizando los protocolos descriptos previamente.

Posteriormente, se realizd una PCR semianidada (heminested) para la
amplificacién de un segmento del gen tpi, utilizando los primers disefiados por
Amar y colaboradores (2002). Estos primers permiten la amplificacién de los
genotipos A y B de G. /lamblia (Minvielle, 2005). La alicuota | amplific6 con
dicho protocolo resultando genotipo B. La alicuota Il no pudo ser amplificada

con esas condiciones de trabajo (figura 6.5).
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1 2 3 4

Figura 6.5: Productos de amplificacién de PCRIIB: Linea 1: Alicuota I, linea 2: Alicuota lI,
linea 3: control negativo (AD), linea 4 marcador de peso molecular (100 bp).

6.2 Ruptura de quistes de G. lamblia

A la fecha se utiliza un protocolo de ruptura puesto a punto por Polverino
y colaboradores (2004), el cual es adecuado para la lisis pero demanda varios
dias de proceso y posee gran nimero de pasos complejos dificultando el
procesamiento de varias muestras en forma simultdnea. Con el propdsito de
reducir los tiempos y simplificar el proceso pero sin perder eficiencia, se

evaluaron varias modificaciones a la estrategia original de ruptura de quistes.

Ese procedimiento original (protocolo O) incluia la realizacién de 6 ciclos
térmicos de una hora de duracién cada uno (-80°C, 30 min/+80°C, 30 min) y 15
min a 1002C. Luego se incubaba a 37°C con buffer de lisis “D” (Tris-HCI 150mM,
EDTA 100 mM, SDS 0.5%, NaCl 150 mM) durante 24 h. Se realizaba una
trituracion mecénica con lana de vidrio estéril y luego, una segunda incubacién a
60°C con proteinasa K por 24 h. Tomando como base este protocolo se

realizaron varias modificaciones que se resumen en la tabla 6.2.
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Protocolo I 6 ciclos térmicos (-/+80°C, 30 min) y 15 min a 100°C. Incubacién
con buffer de lisis “E” (Tris-HCI 100 mM, EDTA 100 mM, SDS 2%, NaCl 0,2 M,
Mercaptoetanol 1 mM, proteinasa K 1 mg/ml) (1:1) 18 h a 60°C.

Protocolos Il, Il y IV: 3, 4 o 5 ciclos térmicos (-/+80°C, 30 min) respectivamente
y 15 min a 100°C. Incubacién con buffer de lisis “E” (1:1) 18 h a 60°C.

Tabla 6.2: Condiciones de lisis de quistes de Giardlia correspondientes a los 5 protocolos

ensayados en esta tesis. O: Protocolo Polverino y col. (2004). 1, Il, lll, 1V: Protocolos
ensayados.
Protocolo Nuamero de Buffer Tiempo de
Utilizado ciclos térmicos de lisis Incubacién (h)
o 6 D 48
1 6 E 18
1 3 E 18
1 4 E 18
A% 5 E 18

Luego de aplicar los distintos protocolos, el ADN de cada alicuota fue
extraido segun técnica previamente descrita. La obtencién de ADN se verificd
mediante su visualizacion en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.
Con todos los protocolos ensayados se observaron bandas fluorescentes de ADN

(figura 6.6).

Figura 6.6: ADN obtenido con los protocolos de lisis | y Il. Gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio. Linea 1: ADN, protocolo 1, linea 2: ADN, protocolo Il (3 ciclos
térmicos); linea 3: marcador de peso molecular (100 bp)
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Con el propésito de verificar si el ADN obtenido con el protocolo Il de
ruptura es adecuado para aplicaciones moleculares, se realizé la amplificacion

por PCR con el ADN de una materia fecal formolada positiva para G. lamblia.

Los quistes se purificaron mediante la técnica de colchén de sacarosa
descrito y se contaron en cdmara de Neubauer. Luego, se realizaron 6 diluciones
en PBS y todas las alicuotas se procesaron simultdneamente con 2 protocolos de
ruptura (O y Il). Cada experimento se realizé por triplicado. El ADN de todas las
alicuotas fue extraido con el protocolo descrito.

Posteriormente, se realiz6 una PCR semianidada con los primers
publicados por Amar y col. (2002), utilizando el protocolo de amplificacién
descrito por Minvielle (2005). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla

6.3.

Tabla 6.3: Resultados de amplificacién por PCR de ADN de G. /amblia obtenido por los
protocolos de lisis O y 1l, variando el nimero de quistes iniciales. (El signo + significa que
al menos 1 de las reacciones triplicadas dio positiva).

de
Resultados / Quistes Giardia/ ul
PCR
Métodos de
240 120 60 30 15 10
lisis
) + + + + - -
Il + + + + + -

O: Protocolo publicado por Polverino y col. (2004)
II: Protocolo puesto a punto en esta tesis

Como se observa en la tabla 6.3, con el protocolo Il de ruptura se logré
la amplificacién de ADN desde 15 Q/ul, o sea el equivalente a 4,5 pg/ul de ADN
de Giardia (Erlandsen y Rasch, 1994), superando al protocolo O, reportado por
Polverino y col. (2004).
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6.3 Amplificacién de ADN de Giardia mediante Reaccién de

Polimerasa en Cadena (PCR)

En nuestro medio la recoleccién de las heces para el anélisis parasitolégico
se realiza frecuentemente en forma seriada y con el agregado de conservantes
tales como PAF (fenol-alcohol-formol), SAF (acetato de sodio-formol) o formol
al 10%. Estas sustancias pueden alterar el ADN y desnaturalizar las proteinas, por
lo tanto, la presencia de conservantes en las heces puede inhibir a las polimerasas
y reaccionar con el ADN dificultando su posterior amplificacién (Dowd y col.,
1998; Carnevale y col., 2000; Lawson y col., 1997; Troll y col., 1997). Si bien, la
refrigeracion es el método de conservacion de las heces mas adecuado para
estudios moleculares, la infraestructura necesaria para su utilizacién y la
aplicacién en hogares de distinto nivel socioeconémico, lo hacen poco practico.
Teniendo en cuenta que las muestras de heces fueron conservadas en formol, se
realizaron varias experiencias con el objetivo de aumentar el porcentaje de
amplificacién del protocolo de PCR utilizado previamente para la

genotipificacién de G. /amblia en materia fecal formolada.

Experiencia I:

Se seleccionaron 10 muestras fecales formoladas con distinto nimero de
quistes de Giardia (30 a 210 Q/ul). La obtencién y ruptura de los quistes, y la
preparacién de ADN se llevaron a cabo siguiendo los procedimientos descritos
previamente. Con los 10 ADN obtenidos se ensayaron 5 modificaciones al
protocolo original publicado por Minvielle (2005). Cada modificacién se realizé
por separado y se evalué mediante observacién de los productos de
amplificacion de las PCR Il en geles de agarosa. Los resultados obtenidos se

resumen en la tabla 6.4.
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Tabla 6.4: Resultados de amplificacién de PCR con las distintas modificaciones ensayadas.

Muestras fecales Control + Control +
Protocolo de PCR y modificaciones

amplificadas (A) (B)
Protocolo Minvielle 2005 7/10 1/1 1/
I:  Menor cantidad de ADN (PCR 1) 8/10 0/1 11
II:  Menor cantidad de primers (PCR 1) 7/10 11 11
Ill:  Aumento de T® alineamiento/
mayor N¢ ciclos (PCR 1) oo o i
IV:  Menor cantidad de amplicén (PCR II) 8/10 11 11
Ve T+11+ 1+ 1V 9/10 11 1/1

Muestras fecales: Heces formoladas con quistes de Giardia detectados por microscopia
Control + (A): ADN de referencia genotipo A
Control + (B): ADN de referencia genotipo B

El ADN de la muestra no amplificada con el protocolo V, recibié un
tratamiento de purificacién posterior, reportado por Lawson y colaboradores
(1997). Brevemente, el ADN fue incubado con polivinilpirrolidona (PVP) y
precipitado con Acetato de amonio e isopropanol. La PCR realizada con este

ADN resulté positiva.

En secciones anteriores se mencioné que las heces contienen gran cantidad
de sustancias potencialmente inhibidoras de PCR y que las distintas metodologias
de obtencién de ADN pueden no extraer todos estos inhibidores. (Al-Soud vy
Radstrém, 1998, 2000; Lawson y col., 1997; Mclauchlin y col., 1999). Entonces,
se investigd la presencia de sustancias inhibidoras que pudieran estar presentes en
un ADN obtenido con las metodologias descritas anteriormente. Para este
anélisis se seleccioné un ADN de Giardia extraido de heces humanas que no

pudo ser amplificado y se realizaron dos experiencias:
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Experiencia I: dilucion del ADN no amplificado
Una alicuota del ADN se diluyé 1/100 y nuevamente se realizé la PCR con
el mismo protocolo del ensayo previo. En esta experiencia no se obtuvo

producto de amplificacién.

Experiencia 2: mezcla de ADN no amplificado con ADN de referencia

Ocho alicuotas del ADN se mezclaron con diluciones del ADN de
referencia de G. /amblia. Brevemente, se realizaron 4 diluciones del ADN de
referencia (1 ng/ul a 1 pg/ul) de cada genotipo (A y B). Cada dilucién se mezclé
1:1 con el ADN que no amplificé por PCR (NA). Luego, cada mezcla se utilizd
como molde para realizar la PCR con el mismo protocolo del ensayo previo. En
esta experiencia se obtuvo producto de amplificacién en todas las diluciones

ensayadas para ambos genotipos (figura 6.7).

Figura 6.7: Amplificacion de ADN de referencia genotipo A en MF (NA); gel de agarosa: Linea
1: ADN de materia fecal que no amplificé por PCR, Lineas 2-5: ADN de materia fecal que no
amplific6 m&s ADN de referencia genotipo A en diferentes concentraciones (1 ng/ul, 0.1 ng/ul,
10 pg/ul, 1 pg/ul), Linea 6: control positivo, Linea 7: control negativo, Linea 8: marcador de
peso molecular (100 bp).

6.4 Estimacién del porcentaje de amplificacién

Con el propésito de estimar el porcentaje de amplificacién de ADN de C.
/lamblia en un nimero mayor de muestras fecales, se analizaron 30 muestras de
heces humanas positivas para Giardia conservadas en formol. Cada muestra fecal

se procesd con los protocolos descritos previamente.

Nora Molina



RESULTADOS Y DISCUSION: OBJETIVO 4 86

En esta experiencia se obtuvo la genotipificacion de 24/30 (80%)
muestras fecales y de todos los controles utilizados. Todas las muestras

amplificadas presentaron genotipo B.

6.5 Estimacion de la sensibilidad y especificidad de la aproximacién

experimental utilizada

Para estimar la sensibilidad de la PCR se realizaron reacciones de
amplificacién con diluciones seriadas de ADN de referencia y de ADN de G.
lamblia de heces formoladas (240 Q/ul) utilizando los protocolos descritos

previamente.

Al utilizar ADN de referencia se obtuvo amplificacién hasta una
concentracién de 1 pg/ul de ADN de Giardia. En cambio, con el ADN obtenido
de las heces se logré amplificar a partir de 3 pg/ul de ADN de Giardia. Estos
resultados estuvieron en concordancia con los reportados por Ghosh y colegas
(2000) que lograron amplificar desde 2 pg/ul de ADN puro. Sin embargo,
cuando colocaron los parésitos en heces requirieron mayor cantidad para

obtener los mismos resultados.

Posteriormente, se analizd la especificidad de la PCR, utilizando ADN de
parasitos fecales frecuentes en la poblacién estudiada. No se obtuvieron
productos de amplificacién al usar ADN de Ascaris lumbricoides, Enterobius
vermicularis, Hymenolepis nana, Blastocystis hominis, Chilomastix mesnilii y
Entamoeba coli. Ademas, el ADN de referencia de genotipo A sélo amplificé con
los primers “A” y no con los primers “B”. Del mismo modo, el ADN de

referencia de genotipo B sélo amplificé con los primers “B” y no con los “A”.
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6.6 DISCUSION

En la primera etapa de este objetivo se realizaron diversas experiencias
para analizar las variables que pudieran influenciar la recuperacién de quistes de

Giardia presentes en heces formoladas.

En estas experiencias se observé que al utilizar heces mas diluidas se
recuperé mayor cantidad relativa de quistes y los pellets resultaron mas limpios,
tuvieron menor volumen de detritos y menor turbidez. Los resultados de estos
ensayos coinciden con los publicados con Walker y col. (1998) donde el mayor
porcentaje de recuperacién (50%) se produjo con el inéculo inicial més bajo.

Los porcentajes de recuperacién no tuvieron una relacién directa con el
nimero de quistes iniciales; pero se obtuvo mayor recuperacién cuando el
ndmero inicial fue menor. Segin Sauch (1984), las heces modifican el gradiente
de sacarosa, interfieren en la formacién de la interfase y retienen los elementos
parasitarios. Entonces, el menor rendimiento de quistes en las alicuotas que
contenian mayor cantidad de heces podria deberse a la adherencia de los

elementos parasitarios a los detritos fecales dificultando su separacién.

Segln Zarlenga y Trout (2004), las condiciones de velocidad, volumen y
tiempos de centrifugacién deben ser empiricamente determinadas para cada tipo
de muestra y de parésito. Entonces, con el fin de aumentar el porcentaje de
recuperacién de quistes, se modificaron otras variables como el tiempo o la
velocidad de centrifugacion. En ambos casos se observd un aumento de los
detritos. El mismo resultado se obtuvo cuando se recolectaron los quistes de la
interfase sacarosa-heces luego de realizado el gradiente.

La finalidad de esta etapa fue la optimizacién de una metodologia para la
obtencién de quistes de Giardia provenientes de heces formoladas que tuviera
una buena tasa de recuperacién y que eliminara la mayor cantidad de detritos
fecales y sustancias que pudieran interferir en la genotipificacién de este

protozoo. Si bien, ninguna de estas técnicas separé completamente los quistes de
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las heces, se logré una metodologia que produjo buena recuperacién de quistes

con baja cantidad de detritos fecales.

Cada tipo de muestra presenta desafios Unicos para el aislamiento,
concentracién y deteccidn de los parasitos. Las heces contienen materia organica,
moco, lipidos, células del huésped, bacterias, hongos, polen y alimentos
parcialmente digeridos. Segin Zarlenga y Trout (2004), estos componentes
pueden atrapar a los parésitos impidiendo su separacién, interferir en la
formacion del gradiente de sacarosa o inhibir la PCR.

La obtencién de quistes en colchén de sacarosa favorecié la amplificaciéon
por PCR de ADN de Giardia proveniente de materia fecal formolada. Este
ensayo tuvo resultados concordantes con el trabajo reportado por Harmon y
col. (2007) que purificaron huevos de parasitos intestinales con una solucién de
sacarosa de la misma densidad utilizada en esta tesis y encontraron que la técnica
aplicada reduce el efecto inhibitorio sobre la PCR porque diluye los preservantes

y otras sustancias potencialmente inhibitorias.

A diferencia de las bacterias, los quistes parasitarios poseen cubiertas
altamente resistentes a las condiciones ambientales y de laboratorio. Los quistes
de G. lamblia poseen una pared filamentosa compuesta de proteinas e hidratos
de carbono. Estos quistes sobreviven en agua fria durante semanas y resisten
condiciones de lisis con &cido clorhidrico, enzimas proteoliticas, sonicacién o
ruptura mecénica (Eligio-Garcia y col. 2002; Jiang y col., 2005; Minvielle,
2005). Existe abundante informacién sobre estrategias de lisis parasitaria,
diferentes buffers, ruptura mecéanica, ciclos térmicos, tratamientos de calor vy
alcali, lisozima, proteinasa K o calentamiento en soluciones hipo o
hiperosmolares, pero el método de ruptura debe ponerse a punto con cada tipo
de muestra y cada tipo de paréasito (Goldschmidt y col., 2008; Jiang y col.,
2005; Menghi y col., 2006; Morgan y col., 1998; Nantavisai y col. 2007).
Entonces, con el propésito de reducir los tiempos y simplificar el proceso de lisis
parasitaria, sin perder eficiencia, se evaluaron varias modificaciones a la estrategia

original de ruptura de quistes. Si bien, con todos los procedimientos ensayados se
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obtuvo ADN, se seleccioné el protocolo Il que produjo ADN con menor nimero

de pasos y menor tiempo experimental.

Con el propésito de verificar si el ADN obtenido con el protocolo de
ruptura es adecuado para aplicaciones moleculares, se realizé la amplificaciéon
por PCR con el ADN obtenido. En este ensayo se obtuvo amplificacién hasta de
ADN desde 15 Q/ul, o sea el equivalente a 4,5 pg/ul de ADN de Giardia. En la
literatura consultada, valores similares fueron obtenidos por otros investigadores
(Bertrand y col. 2005; Rochelle y col., 1997). Los resultados de esta experiencia
fueron mayores que los reportados por Nantavisai y col. (2007), que obtuvieron
una sensibilidad de amplificacién de 3 a 4 Q/ul. Sin embargo, a diferencia de
esos investigadores, las heces procesadas en esta tesis estaban conservadas en
formol, sustancia que puede interferir con la amplificacién por PCR (Dowd y

col., 1998; Troll y col., 1997).

Diversos autores han demostrado que la genotipificacién de parasitos por
PCR a partir de materia fecal depende de la calidad y cantidad del ADN
purificado y de la eliminacién de una gran variedad de inhibidores presentes en
las heces. Los inhibidores de PCR méas comunes incluyen hemoglobina,
bilirrubina, urea, calcio, metales pesados, compuestos fendlicos y orgénicos,
enzimas, microorganismos, detergentes, talco, grasas, polisacaridos, celulosa,
antibiéticos y conservantes, entre otros. (Al-Soud y Radstrém, 1998, 2000;
Lawson y col., 1997; Mclauchlin y col., 1999). Se realizaron 2 ensayos para
evaluar la presencia de sustancias inhibidoras. En la primera experiencia, la
ausencia de amplificacién pudo estar asociada a sustancias interferentes que no
revirtieron su efecto por la dilucién del ADN o que la utilizacién de formol
como conservante produjo la degradacién de los acidos nucleicos. Nechvatal y
col. (2008) han comparado la amplificacién por PCR utilizando ADN diluido y
sin diluir. Ellos consideraron que un resultado positivo en muestras diluidas que
no habian amplificado previamente podria indicar la presencia de inhibidores de
PCR y que un resultado negativo estaria asociado a la alteracién del ADN que

impediria su amplificacién.
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En la segunda experiencia, se obtuvo amplificacién cuando se mezcld
ADN de referencia con el ADN obtenido de heces formoladas. Segin diversos
autores, la adicién de ADN de mejor calidad o en mayor cantidad, podria
reducir el efecto de las sustancias interferentes en la reaccién y permitir la
amplificacién en muestras que no podian ser amplificadas. (Al-Soud y Radstrém,
1998, 2000; Wilson, 1997).

En suma, los efectos inhibitorios involucran mdltiples causas e
interacciones complejas dificiles de distinguir, sin embargo, pueden ser
minimizados optimizando las condiciones de ciclado y asegurando cantidades

adecuadas de todos los reactantes de la mezcla de reaccidn.

Con el fin de aumentar el nimero de muestras amplificadas, se realizaron
diversas modificaciones al protocolo de PCR utilizado que permitié la
amplificacién de la mayoria de las muestras y de todos los controles. Por ultimo,
el tratamiento con PVP permitié la genotipificacién de todas las muestras y de

los controles ensayados.

Los porcentajes de amplificacién de ADN de Giardia publicados muestran
grandes variaciones, desde 10 hasta 100% de genotipificacién en heces positivas.
Este valor depende de innumerables factores, el tipo de muestra, el ensayo de
PCR utilizado, el agregado de conservantes, el gen seleccionado y el parasito que
se desea genotipificar, entre otros. (Pelayo y col.2008; Pérez Corddén y col.,

2008; Traub y col., 2004; van der Giessen y col., 2006; Volotao y col., 2007).

La mayoria de los estudios de genotipificacién publicados han utilizado
heces frescas sin preservantes. Fotedar y colaboradores (2007) indicaron un
porcentaje de amplificacion del 81% en muestras fecales frescas con £Entamoeba
spp- Del mismo modo, Amar y col. (2002) reportaron una amplificacién del
88% de ADN de Giardia en muestras fecales. Otros autores lograron amplificar
mas del 90% del ADN parasitario aunque las muestras fecales no contenian

conservantes (Eligio-Garcia y col., 2008; Ghosh y col., 2000).
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En cambio, otros autores obtuvieron porcentajes de amplificacién
menores. Un estudio reciente en niflos cubanos reporté la amplificaciéon del 22%
de las muestras positivas (Pelayo y col., 2008). Asimismo, Pérez Corddn y
colaboradores (2008) sélo pudieron amplificar 16 de las 210 heces frescas
positivas para Giardia; al igual que Bertrand y col., (2005) que lograron
amplificar 12 de 18 heces con quistes de Giardia y Hamzah y col. (2006) que
reportaron la amplificaciéon del 33% de las muestras con varias especies de
Entamoeba. Sin embargo, Menghi y col (2006) reportaron que no pudieron

amplificar ADN de Dientamoeba fragilis proveniente de heces con SAF.

En esta tesis se logrd la amplificacion del 80% de las heces formoladas con
Giardia Este porcentaje de amplificacién estd en concordancia con lo publicado
por otros autores que procesaron heces con distintos fijadores. Ejemplos de ello,
Gelanew y col. (2007) procesaron 80 muestras fecales con dicromato de potasio
y genotipificaron el 74% de las heces con Giardia. Troll y colegas (1997)
procesaron muestras fecales con SAF y lograron amplificar el 66% de las heces

positivas.

La amplificacion de ADN en muestras bioldgicas complejas presenta
menor sensibilidad que al utilizar ADN puro, fundamentalmente asociado a la
presencia de numerosos inhibidores o conservantes que reaccionan con el ADN
dificultando su posterior amplificacién (Al-Soud y Radstrém, 2000; Carnevale y
col., 2000; Dowd y col., 1998; Lawson y col., 1997; Troll y col., 1997; Wilson,
1997). En este caso, la menor sensibilidad de la reaccién con ADN proveniente
de las heces pudo estar asociada a la menor calidad del ADN, a la utilizacién del
formol como conservante o a la presencia de numerosas sustancias interferentes

que dificultaron la amplificacién del ADN parasitario.

Debido a la complejidad de las muestras fecales y la presencia de
numerosas sustancias inhibidoras de las reacciones de amplificacién molecular, la

finalidad de estos procedimientos fue la puesta a punto de la metodologia. Este
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capitulo se enfocd en la optimizacién de las técnicas de trabajo para la obtencién
y ruptura de quistes de Giardia y la amplificacion de ADN de Giardia
proveniente de heces conservadas en formol. Con respecto a la obtencién de
quistes, se logré un método con buena recuperacién de parésitos y baja cantidad
de detritos fecales. En relacién a la ruptura de elementos parasitarios de Giardia,
se obtuvo un procedimiento més simple que permitié procesar un mayor
ndmero de muestras en forma simultdnea y que permitié la lisis quistica sin
perder eficiencia. Por ultimo, se optimizé un protocolo de PCR que present6
mayor sensibilidad y que permitié aumentar el nimero de muestras fecales

genotipificadas.
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- Se detect6 el genotipo B en 83% de las personas parasitadas con G. lambliay el
genotipo All en 13%. Se detectd por primera vez en Argentina la infeccién mixta
con los genotipos All y B en 3 nifilos mendocinos. El genotipo B fue encontrado
en todas las localidades estudiadas, tanto urbanas como rurales, mientras que el
genotipo All sélo se hallé en zonas urbanizadas.

- Se hall6 el genotipo B en 64% de los perros y 86% de los terneros infectados
con Giardia. Este ultimo resultado pone en evidencia por primera vez en
Argentina la infeccién de terneros con genotipo B.

- Se encontraron 2 hogares de zonas rurales en los que al menos un nifio estaba
parasitado con el mismo genotipo (B) de Giardia que los perros y terneros del
lugar reforzando la hipétesis de transmision zoonédtica.

- Se hallé6 un predominio de genotipo B de Giardia en el sexo femenino. Los
nifios parasitados con genotipo All presentaron una edad significativamente
menor que los infectados con B. Esto podria indicar una predisposicién a la
infeccién con genotipo All de nifios debido a la inmadurez inmunoldgica y/o a la
virulencia de la cepa infectante.

- Se hall6é una asociacién significativa entre la presencia de Giardia genotipo B y
la eliminacién de residuos a cielo abierto en zonas rurales. En las zonas urbanas,
donde existian ambos genotipos, se observaron diferencias significativas entre la
infeccién por Giardia genotipo All y la ausencia de cloacas en las viviendas de la
zona.

- No se observaron diferencias significativas entre la presencia de signos/sintomas
y el genotipo infectante. Se observé una tendencia a presentar menor

signosintomatologia a mayor edad del infectado.

- Se optimizé la metodologia de obtencién de quistes de Giardia logrando una
recuperacién cercana al 50% de los quistes presentes en heces formoladas con un
volumen de detritos fecales contaminantes menor que 10%. Se demostré que la
utilizacién de la metodologia de colchén de sacarosa favorecié la amplificacion
de ADN de Giardlia por PCR.

- Se redujo en 60% los tiempos de ruptura de quistes y se eliminaron varios

pasos respecto de los procedimientos publicados, obteniendo un método més
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simple y répido que permitié procesar mayor nimero de muestras en forma
simultdnea. Con el protocolo utilizado se lograron reacciones positivas para
Giardia a partir del ADN de aproximadamente 15 quistes por mezcla de reaccién
superando sustancialmente los protocolos anteriormente aplicados.

- Se logré un aumentd en el porcentaje de genotipificacion, cercano al 80% de
las muestras fecales formoladas con quistes de G. /amblia detectados por

microscopia.

Teniendo en cuenta que la giardiosis se presenta de manera endémica en
varias zonas de Argentina y que se transmite por contacto interpersonal,
ingestion de agua o alimentos contaminados, los resultados presentados en este
trabajo de tesis contribuirdn al conocimiento de los genotipos que afectan a los
pobladores de las distintas zonas estudiadas, las posibles vias de transmisién
zoondtica, la determinacién de las posibles fuentes de infeccién y la asociacién

con factores clinico-epidemiolégicos.
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