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RESUMEN

La giardiasis es una enfermedad parasitaria de distribuciéon mundial caracterizada
por ocasionar cuadros diarreicos tanto en humanos como en animales, donde los neonatos
e individuos inmunocomprometidos representan la poblacién de mayor riesgo. El
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar molecularmente la asociaciéon de la
ocurrencia de Giardia duodenalis con la presentacion de diarreas en crias de alpacas
(Vicugna pacos). Se recolecté aleatoriamente un total de 266 muestras fecales (133
normales y 133 diarreicas) de crias de alpaca menores de dos meses de edad, de ambos
sexos y de las razas huacaya y suri, procedentes de los distritos de Marangani (Cusco) y
Nufioa (Puno). El diagnéstico se realiz0 a través de la reaccion en cadena de la polimerasa
anidada (PCR anidada), amplificando parcialmente el gen B-Giardina. Se determiné que
el 36.5% (97/266) de individuos analizados resultaron positivos a G. duodenalis. El
mayor porcentaje de animales infectados correspondia al grupo de animales con diarrea
(65%; n=63) respecto al grupo de individuos con ausencia de diarreas (35%; n=34). El
analisis de regresion logistica multiple determiné que la chance de desarrollar diarreas en
las crias de alpacas positivas a G. duodenalis es 3.85 veces la chance de desarrollar
diarreas en las crias negativas a G. duodenalis, ajustado por sexo, raza y localidad de
procedencia (IC 95%: 1.97 — 7.55; p=<0.001). Asimismo, la prueba de chi cuadrado
demostrd la asociacion entre el desarrollo de diarreas y la localidad de procedencia
(p<0.001). Por otra parte, el andlisis de regresion logistica multiple concluyd que la
chance de presentar G. duodenalis en las crias con diarreas es 3.79 veces la chance de
presentar G. duodenalis en la crias con heces normales, ajustado por sexo, raza y localidad
de procedencia (IC 95%: 1.94 — 7.37; p=<0.001). Finalmente, el mayor nimero de
diarreas y la mayor prevalencia se observaron en las localidades de Machu Kuma (67.1%)

y Sillacunca (52.4%), respectivamente.

Palabras clave: Giardia duodenalis, giardiasis, diarrea, Vicugna pacos, alpaca, PCR

anidada



ABSTRACT

Giardiasis is a worldwide parasitic disease characterized by causing diarrhea in
both humans and animals, where newborns and immunocompromised individuals
represent the population at greatest risk. The aim of this study was to molecularly evaluate
the association of the occurrence of Giardia duodenalis with the presentation of diarrhea
in alpaca crias (Vicugna pacos). A total of 266 faecal samples (133 normal and 133
diarrheal) were randomly collected from alpaca crias under two-months-old from the
districts of Marangani (Cusco) and Nuifioa (Puno). The diagnosis was performed using a
nested polymerase chain reaction (nested PCR) protocol, partially amplifying the -
Giardin gene. Infection by G. duodenalis was determined in 36.5% (97/266) of
individuals analyzed. The highest percentage of infected animals corresponded to the
animal group with diarrhea (65%; n = 63) compared to the group with absence of diarrhea
(35%; n = 34). The multiple logistic regression analysis determined that the chance of
developing diarrhea in G. duodenalis-positive alpaca cria is 3.85 times the chance of
developing diarrhea in G. duodenalis-negative cria, adjusted for sex, breed and locality
of origin (95% CI : 1.97 - 7.55; p = <0.001). Likewise, the chi-squared test showed the
association between the development of diarrhea and the locality of origin (p<0.001). On
the other hand, the multiple logistic regression analysis concluded that the chance of
presenting G. duodenalis in crias with diarrhea is 3.79 times the chance of presenting G.
duodenalis in crias with normal feces, adjusted for sex, breed and locality of origin (95%
CIl:1.94 - 7.37; p = <0.001). Finally, the highest number of diarrheas and the highest
prevalence were observed in the localities of Machu Kuma (67.1%) and Sillacunca

(52.4%), respectively.

Key words: Giardia duodenalis, giardiasis, diarrhea, Vicugna pacos, alpaca, nested PCR
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I. INTRODUCCION

El Perti es el pais con la mayor poblaciéon y producciéon de camélidos
sudamericanos a nivel mundial. Dentro de este grupo de animales, la alpaca (Vicugna
pacos) constituye la especie de mayor importancia porque es considerado un recurso de
importancia social, econdmica, cultural, genética y cientifica (FAO, 2005). Segtn el IV
Censo Nacional Agropecuario, se indicé que la poblacién de alpacas contabilizaba
aproximadamente los 3.7 millones de ejemplares distribuidos principalmente en las
regiones de Puno con 1.5 millones, seguido de Cusco con 546 mil y Arequipa con 468

mil individuos (Instituto Nacional de Estadistica e Informatica, 2012).

La alpaca representa una relevante fuente de ingresos econdmicos para la
comunidad andina. La crianza alpaquera se encuentra distribuida en aproximadamente 82
000 unidades agropecuarias, constituidas principalemente por comunidades campesinas
ubicadas en regiones bajo la pobreza o la pobreza extrema (Ministerio de Agricultura y
Riego, 2018). Las comunidades campesinas desarrollan una crianza incipiente y
desprovista de recursos técnicos, tecnoldgicos y sanitarios, lo que desecadena bajos
niveles de produccién. En contraste, el 15% de la poblacién de alpacas restante se
encuentran en manos de empresas privadas que aplican conocimiento, herramientas
tecnoldgicas y controles sanitarios, 1o que consecuentemente aumenta considerablemente
sus indices productivos (Bustinza, 2001). Esto evidencia que la crianza de alpacas tiene
una importancia econémica considerable, lo cual no se debe de forma exclusiva a la
produccién de fibra, sino que va acompafiado por la produccién cdrnica, vital fuente
proteica al alcance de las comunidades campesinas, y de actividades artesanales

procedentes de la produccion de cueros y pieles, lo que promueve otras vias de

11



ingresos econémicos para la comunidad (Ameghino y DeMartini, 1991).

La principal causa de pérdidas econdmicas en la crianza alpaquera es la mortalidad
de las crias. Como se observa en la mayoria de especies domésticas, los neonatos
presentan un mayor riesgo de adquirir enfermedades de etiologia diversa durante los
primeros meses de vida, siendo la diarrea una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad (Gémez-Couso et al., 2012). La diarrea puede ser de etiologia multifactorial,
que abarca el manejo y factores nutricionales, asi como una amplia variedad de
microorganismos patogenos (Whitehead y Anderson, 2006). Asimismo, la infeccion por
enteropatdgenos podria estar determinado por las caracteristicas geograficas y los habitos
de crianza de la explotacion ganadera (Gomez-Puerta et al., 2020). Una de las principales
enfermedades en crias de alpaca es el complejo diarreico neonatal, al que se le asocian
como potenciales patdgenos a Clostridium perfringens, Escherichia coli, Eimeria spp.,

Cryptosporidium spp. y Giardia duodenalis (Rosadio et al., 2012).

La giardiasis es una enfermedad parasitaria cosmopolita ocasionada por el
protozoario G. duodenalis. La enfermedad varia desde casos asintomdticos hasta la
presentacion clinica que incluye diarrea, deshidratacion, anorexia y falta de crecimiento
(Feng y Xiao, 2011). La interaccién de diversas caracteristicas del hospedador y del
parasito desencadena el curso clinico de la infeccion. Sin embargo, la comprension de los
procesos fisiopatolégicos no se han dilucidado por completo. Cabe resaltar que las
infecciones se caracterizan por presentar un curso autolimitante, aunque la enfermedad
se torna crénica y severa en individuos jovenes, gerontes, inmunosuprimidos o con

condiciones médicas preexistentes (Einarsson et al., 2016a).

En la actualidad, la aplicacién de herramientas epidemioldgicas moleculares, en
regiones endémicas o en brotes repentinos, han proporcionado valiosa informacién que
permite una comprension cada vez mayor de como G. duodenalis se mantiene en al menos
cuatro grandes ciclos de transmision. No obstante, la interaccidn de estos ciclos y el rango
de hospedadores para cada tipo de ensamblaje siguen, en parte, sin resolver (Thompson

y Monis, 2004).

Los estudios de polimorfismo de proteinas (Monis et al., 2003) y filogenéticos
(Cacci0 y Ryan, 2008) han identificado a G. duodenalis como un complejo de especies,

cuyos miembros, a pesar de ser morfoldgicamente indistinguibles y mostrar especificidad
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por el hospedador, se pueden clasificar en ocho genotipos o ensamblajes, separados por
grandes variaciones genéticas (Heyworth, 2016). Los ensamblajes A y B se encuentran
en humanos y una amplia variedad de mamiferos; los ensamblajes C y D en perros y
cénidos silvestres; el ensamblaje E en ungulados; el ensamblaje F en gatos; el ensamblaje
G en roedores; y el ensamblaje H en pinnipedos (Caccio et al., 2018). Por el momento,
los factores que determinan el grado de especificidad hacia un determinado hospedador
s6lo se comprenden parcialmente y evidentemente involucran factores tanto del
hospedador como del parésito (Heyworth, 2016). Por otro lado, diferentes estudios han
demostrado la asociacion entre G. duodenalis y el desarrollo de diarreas en animales de
compaiiia (Janeczko y Griffin, 2010; Tangtrongsup y Scorza, 2010), ganado (Squire y
Ryan, 2017) e incluso en humanos (Meng et al., 2011; Muhsen y Levine, 2012). Aunque
se han reportado a los ensamblajes E y A en alpacas (Goémez-Couso et al., 2012; Gémez-
Puerta et al., 2014), las investigaciones que relacionan a Giardia con camélidos
sudamericanos son limitadas, e incluso no existen estudios que asocien la ocurrencia de
G. duodenalis con la presentacion de diarreas en crias de alpacas. Por ende, la informacion
cientifica limitada imposibilita una correcta y completa comprension de la dindmica de la
enfermedad en dichas especies, y el riesgo que representan estas como potencial

reservorio para infecciones humanas.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar la asociacién
estadistica entre la presencia de G. duodenalis con el desarrollo de diarreas en crias de
alpaca en los distritos de Marangani (Cusco) y Nufioa (Puno), a través del diagndstico

molecular en muestras fecales.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. GENERALIDADES

El protozoario Giardia duodenalis es un parésito entérico bastante frecuente en
humanos y animales. Se estima que Giardia produce anualmente 280 millones de
infecciones humanas sintométicas y es responsable de numerosos brotes transmitidos por
el agua y los alimentos (Lane y Lloyd, 2002). Asimismo, se han reportado tasas de
prevalencia humana que varfan de 2 a 7% en los paises industrializados y de 20 a 30% en
la mayoria de los paises en vias de desarrollo (Adam, 2001). Por otro lado, G. duodenalis
es uno de los pardsitos que con frecuencia son diagnosticados erréneamente,
subdiagnosticados y sobrediagnosticados en practicas veterinarias (Payne y Artzer,
2009). Las prevalencias reportadas en animales de abasto oscilan entre 1.1% hasta 74.2%
para ganado bovino (Feng y Xiao, 2011; Feng et al., 2019), de 1.5% a 89.2% en ovinos
(Ryan et al., 2005; Feng y Xiao, 2011), del 4% hasta el 43.5% en caprinos (Feng y Xiao,
2011) y entre 4.9% hasta 50% en alpacas (Trout et al., 2008; Gémez-Couso et al., 2012),
mientras que en animales de compaiiia varia del 1.1% hasta el 45.9% (Ryan y Zahedi,

2019).

La giardiasis, tanto en humanos como en animales, varia desde casos
asintomaticos hasta la presentacion de diarrea y falta de crecimiento (Feng y Xiao, 2011).
La comprension de los procesos fisiopatolégicos no se han dilucidado por completo, pero
se sabe que la combinaciéon de diversas caracteristicas del hospedador (nivel
inmunolégico) y del pardsito (nivel de patogenicidad y la concentracion de quistes en el
medio ambiente) son las responsables del desarrollo de la enfermedad (Einarsson et al.,

2016a). A pesar que Anton van Leeuwenhoek identificé por primera vez a Giardia en sus
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heces diarreicas en 1681, y en 1859 se realizé la primera descripcién a detalle, no fue
hasta 1981 que fue reconocido oficialmente como enteropatégeno (Geurden et al., 2010b;
Bartelt y Sartor, 2015). Las repercusiones negativas de la giardiasis sobre la salud puiblica
y el desarrollo socioeconémico han determinado que se le incluya en la iniciativa de
Enfermedades Desatendidas impulsada por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
(Savioli et al., 2006).

Los estudios epidemioldgicos y moleculares han proporcionado una visién mas
diferenciada y detallada del potencial zoonético de G. duodenalis, debido a la ocurrencia
de diferentes ensamblajes o genotipos (Geurden et al., 2010b), y sugieren que los
animales domésticos y silvestres representan un potencial reservorio zoonético de
infecciones humanas (Ryan y Zahedi, 2019). Las evidencias obtenidas de diversos
trabajos, acompafiado al potencial riesgo de transmision directa a los propietarios a partir
de sus mascotas y por la masiva contaminacién ambiental procedente del ganado,
proporcionan suficientes argumentos para el tratamiento de animales domésticos
(Montoya et al., 2008; Thompson et al., 2008; Geurden et al., 2014). Es precisamente
toda esta informacion referente a los efectos negativos de Giardia sobre la salud publica,
lo que ha determinado que este pardsito tome un papel de mayor relevancia en Medicina
Veterinaria (Geurden et al., 2010c). Desde una perspectiva veterinaria, la variabilidad de
los signos clinicos y la resolucion espontdnea de la giardiasis, hacen sospechar sobre su
verdadera importancia y grado de impacto en los animales de compaiiia y en el ganado
(Taminelli et al., 1989; Xiao et al., 1994b). Sin embargo, una amplia cantidad de estudios
indican las consecuencias adversas sobre la salud y el deterioro de los pardmetros

productivos en los animales de abasto (Xiao, 1994; Lipoldova, 2014).
2.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

Las relaciones filogenéticas de Giardia son controvertidas. Mientras que algunos
investigadores postulan que Giardia es un microorganismo eucariota primitivo de
ramificacién temprana, otros argumentan que Giardia comprende uno de los muchos
linajes eucariotas divergentes que se adaptaron a hdbitos microaerofilicos de
supervivencia (Thompson y Monis, 2004; Morrison et al., 2007). La antigua clasificacién
taxondmica basada exclusivamente en caracteristicas morfolégicas, determinaba que
Giardia pertenecia al Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora (= Flagellata), Clase

Zoomastigophorea, Orden Diplomonadida y Familia Hexamitidae (Morrison et al.,
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2007). En la actualidad, gracias a los andlisis moleculares integrados a estudios genéticos,
estructurales y bioquimicos, se ha logrado una clasificacién més precisa estableciendo
que Giardia pertenece al Filo Metamonada, Subfilo Trichozoa, Superclase Eopharyngia,
Clase Trepomonadea, Subclase Diplozoos, Orden Giardiida y Familia Giardiidae

(Cavalier-Smith, 2003).
2.2.1. ESPECIES DE Giardia

Inicialmente, se describieron incorrectamente hasta 51 especies de Giardia sobre
la base de una supuesta especificidad de hospedador y diferencias morfolédgicas sutiles
(Lyu et al., 2018). En la actualidad se reconocen como vélidas ocho especies de Giardia,
las que incluyen a Giardia duodenalis Lambl, 1859 en mamiferos, Giardia agilis
Kiinstler, 1882 en anfibios, Giardia ardeae Filice, 1952 y Giardia psittaci Filice, 1952
en aves, Giardia muris Filice, 1952 y Giardia microti Filice, 1952 en roedores, (Monis
et al., 2009; Ryan y Caccio, 2013), y las especies recientemente descritas, Giardia
peramelis Hillman, 2016 (conocido anteriormente como “genotipo Quenda”) en bandicut
marrén meridional (Isoodon obesulus) y Giardia cricetidarum Lyu, 2018 en hamster ruso
(Phodopus sungorus) (Hillman et al., 2016; Lyu et al., 2018) (Cuadro 1). De estas
especies, G. duodenalis presenta el rango mds diverso de hospedadores que incluye a
humanos y una amplia variedad de mamiferos (Chilvers et al., 2010). Es necesario acotar
que los nombres Giardia duodenalis, Giardia intestinalis, Giardia lamblia y Giardia
enterica son utilizados indistintamente para referirse a la misma especie que afecta tanto
a humanos como a animales (Xiao y Fayer, 2008; Bowman, 2014). Por lo tanto, y para
efectos de uniformidad, en el presente manuscrito se ha decido emplear G. duodenalis.

Cuadro 1. Especies de Giardia y sus respectivos hospedadores (Ryan y Zahedi,
2019)

ESPECIES HOSPEDADORES
G. duodenalis Mamiferos
G. agilis Anfibios
G. microti Roedores
G. muris Roedores
G. ardeae Aves
G. psittaci Aves
G. peramelis Bandicut marrén meridional (Isoodon obesulus)
G. cricetidarum Hamster ruso (Phodopus sungorus)
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2.2.2. ENSAMBLAJES (GENOTIPOS) DE Giardia duodenalis

Debido a su relevancia como enteropatégeno humano y animal, la gran mayoria
de estudios se han centrado en la caracterizacion de G. duodenalis. Los estudios de
polimorfismo de proteinas (Monis et al., 2003) y filogenéticos (Caccio y Ryan, 2008) han
identificado a G. duodenalis como un complejo de especies, cuyos miembros, a pesar de
ser morfolégicamente indistinguibles y mostrar especificidad por el hospedador, se
pueden clasificar en ocho genotipos o ensamblajes, separados por grandes variaciones
genéticas (Heyworth, 2016) (Figura 1). Los ensamblajes A y B se encuentran en humanos
y otros mamiferos, los ensamblajes C y D en perros y cdnidos silvestres; el ensamblaje E
en ungulados, el ensamblaje F en gatos, el ensamblaje G en roedores, y el ensamblaje H
en pinnipedos (Caccio et al., 2018) (Cuadro 2). Por el momento, los factores que
determinan el grado de especificidad hacia un determinado hospedador sélo se
comprenden parcialmente y evidentemente involucran factores tanto del hospedador
como del parésito (Heyworth, 2016).

Cuadro 2. Ensamblajes (genotipos) de Giardia duodenalis y sus respectivos hospedadores
(Heyworth, 2016)

ENSAMBLAJES HOSPEDADORES

Humano, perro, gato, vaca, alpaca, ciervo, hurén, cerdo, castor,
chinchilla, jaguar, caballo, marsupiales, oveja, cabra, buey,
primates no humanos, ceticeos, foca, lobo marino, ratén, reno,
gallina, gaviota

A

Humano, vaca, perro, gacela, ciervo, caballo, castor, rata almizclera,
chinchilla, hurén, conejo, jutia conga, marsupiales, cobayo,
daman roquero, primates no humanos, gallina, oveja, foca, cerdo,
lobo marino, avestruz, delfin, marsopa, gaviota

w

Perro, canguro, vaca, cerdo, ceticeos
Perro, chinchilla, canguro, vaca, ceticeos, zorro
Vaca, oveja, cerdo, alpaca, cabra, caballo, yak, zorro, ciervo, gato
Gato, cetaceos, cerdo

Rata, ratén

T QT m g

Foca gris, gaviota

17



———t I R

Ratén
Ratén
Ratdn

Garza
Perro

pr—— 2 gt )

G muwrs

G ardae

Ensamblaje D

Pemro

Pero
Perro
_CPctro
Perro
Pesro

Ensamblaje G

Permo

‘ Pemo
ip‘u_”o

4 Ensamblae G r— 513
_Ral,j

BIn Humano

Tai

Gibon
Ensamblaje B e I

pr— - T AO0O

aiv r~Humano
Humano
: _—LHUMBT\O
Ehumwo
Humana

Gato

Gato

E—G 1o
Gato ’

Ovesa

COve;a
(.)Vl‘»‘,ﬂ

Temero
Ternero
—E1 amern
r— Cerdo
Cerdo
Cobayo

Ensambiage A _[ Gato
1 Ad. 149 Alpaca

Ensamblage F

G duodenals Ensambiaje E

yGan
lG;s'.o

O
Humano

Al pr— - TLANO

Humano

;} {umano

0 1 Distancia de Roger

Figura 1. Relaciones genéticas de los ensamblajes de Giardia duodenalis determinados
por el andlisis NJ de las distancias de Roger calculadas a partir de estudios de
electroforesis enzimatica (Monis et al., 2009)
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Adicionalmente, los ensamblajes A y B se han clasificado en al menos cinco sub-
ensamblajes (Al, All, AIII, BIIIl y BIV) basados en andlisis de los genes beta-giardina (f3-
giardina), glutamato deshidrogenasa (GDH), triosa fosfato isomerasa (TPI), factor de
elongacion-1 alfa (EF-1a) y la subunidad menor ARNr (SSU ARNr) (Feng y Xiao, 2011).
A pesar que los sub-ensamblajes Al y All se encuentran en humanos y animales, parece
que el sub-ensamblaje Al predomina en los animales, mientras que el sub-ensamblaje All
afecta principalmente a los humanos. El sub-ensamblaje AIIl se encuentra restringido a
ungulados silvestres (Caccid y Ryan, 2008). Por otro lado, se ha observado que el
ensamblaje E expone altos niveles de diversidad genética, lo que hace que se encuentre
clasificado en 11 sub-ensamblajes (EI-EXI) (Feng er al., 2008). Las razones que
expliquen este elevado grado de diversidad son desconocidos, pero se postula que la causa

seria la recombinacién genética (Feng et al., 2019).
2.2.3. DIFERENCIAS ENTRE LOS ENSAMBLAJES DE Giardia duodenalis

2.2.3.1. DIFERENCIAS GENOMICAS

Diversos estudios sugieren grandes diferencias en las secuencias genéticas de los
ensamblajes A y B. Por ejemplo, el andlisis del gen triosa fosfato isomerasa (TPI) mostré
s6lo un 81% de identidad entre ambos ensamblajes (Lu et al., 1998), lo cual se ha
confirmado evaluando otros tipos de genes (von Allmen et al., 2005; Teodorovic et al.,
2007). Las diferencias gendmicas entre los ensamblajes A y B pueden explicar algunas
de las diferencias bioldgicas y en el desarrollo de la infeccién. La variacién observada en
la secuencia de los nucledtidos seria, basado en la taxonomia para varios otros
microorganismos, suficiente para categorizar a los ensamblajes A y B como especies
diferentes de Giardia (Nash et al., 1987; Franzén et al., 2009). Ademas, se han
identifcado 3 y 28 porteinas unicas para los ensamblajes A y B, respectivamente. Esto
podria sugerir que la pérdida o ganancia de genes se relacionaria a adaptaciones

metabolicas (Franzén et al., 2009).
2.2.3.2. DIFERENCIAS BIOLOGICAS

Las propiedades y diferencias bioldgicas de los ensamblajes potencialmente
zoondticos de G. duodenalis se han estudiado in vitro y en infecciones experimentales en
humanos y diversos modelos animales. Por ejemplo, en un ensayo realizado en humanos

sanos voluntarios se demostré6 que el ensamblaje B siempre infecté a los individuos
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desafiados, en comparacién con el sub-ensamblaje A1 que no pudo inducir infecciones
(Nash et al., 1987). Del mismo modo, Bénéré er al. (2012) realizaron un estudio
comparativo entre los ensamblajes A (Al y AlIl), B y E. El ensamblaje B y, menor medida,
el sub-ensamblaje Al, causaron un mayor grado de patogenicidad acompaiiado de
alteraciones en la mucosa intestinal, mayor reduccién de la actividad de las enzimas del
borde en cepillo e infiltracion de células inflamatorias en la ldmina propia del duodeno.
Es de destacar que el ensamblaje B produjo mayores cargas de trofozoitos y durante un
periodo de tiempo mds largo. Los resultados de este trabajo también han sido
corroborados en otros ensayos realizados en humanos, ratones y jerbos (Aggarwal y Nash

1987; Nash et al., 1987; Solaymani-Mohammadi y Singer, 2011).

Otra diferencia entre ensamblajes podria estar relacionada a la expresion de
determinados factores de virulencia. La variacidon antigénica superficial hace que los
ensamblajes A y B expongan repertorios de proteinas de superficie variables (VSP)
completamente diferentes (Nash ef al. 1990b). Esta notable diferencia también se aprecia
en el grado de patogenicidad e incluso en la tasa de variacién antigénica, que es mucho
mas ripida para el ensamblaje B (promedio de 6 generaciones) que para el ensamblaje A

(promedio de 13 generaciones) (Nash et al. 1990a).

Relativamente son escasos los estudios donde se ha comparado caracteristicas
biolégicas de ensamblajes distintos al A y B. Por lo tanto, atin no se sabe cudl de estas
diferencias bioldgicas pueden generalizarse a sus respectivos ensamblajes y cudles son

diferencias especificas de los mismos (Adam et al., 2013).
2.2.3.3. DIFERENCIAS EN EL ESPECTRO DE LA ENFERMEDAD

Los factores asociados a la variabilidad de las manifestaciones clinicas de la
giardiasis son poco conocidos. Se reconoce que los ensamblajes A y B son capaces de
producir enfermedad y se ha informado infecciones de diferente presentacion con el
mismo ensamblaje (Einarsson et al., 2016a). Existe evidencia que respalda la asociacién
de la sintomatologia de la giardiasis y el mayor nimero de casos con el ensamblaje B
(Pijnacker et al., 2016). Sin embargo, se ha demostrado que los signos clinicos y una
mayor prevalencia se encuentran asociados al ensamblaje A (Pérez Cordon et al., 2008).
Es oportuno indicar que los estudios sobre la asociacion entre la sintomatologia de la

enfermedad y el ensamblaje responsable han generado resultados contradictorios, que
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pueden relacionarse al disefio de estudio, la poblacién considerada, la definicion de los
signos clinicos y la exclusion activa de coinfecciones con otros enteropatégenos (Caccio

etal., 2018).

2.2.3.4. FACTORES Y RESPUESTAS ESPECIFICAS DEL
HOSPEDADOR HACIA UN ENSAMBLAJE

Las diferencias observadas en el curso de la enfermedad puede ser explicado por
las diferencias entre los ensamblajes de G. duodenalis y por la variabilidad de factores y
respuestas especificas para cada hospedador (Caccio et al., 2018). Durante el proceso de
interaccion entre el epitelio intestinal humano con los trofozoitos del ensamblaje A se
produce la sintesis y secrecion de quimiocinas (péptidos de sefalizacién inmunoldgica)
en respuesta a la infeccion parasitaria (Roxstrom-Lindquist et al., 2005). Por el contrario,
no se producen quimiocinas en las células epiteliales intestinales de ratones infectados
con el mismo ensamblaje de G. duodenalis (Ma'ayeh y Brook-Carter, 2012). Ademds, se
ha demostrado que los ensamblajes A y B inducen diferentes expresiones génicas en
cultivos celulares. Por otra parte, se ha observado que los trofozoitos del ensamblaje A
degradan la glicoproteina secretora Mucina-2 (MUC?2) encargada de la sintesis de mucus
que protege el epitelio intestinal, mientras que el ensamblaje B es incapaz de realizar
dicha accién (Amat et al., 2017). El ensamblaje B ha demostrado una mayor capacidad
infectiva en ratones que el ensamblaje A, y se supone que esta diferencia puede estar
determinada por la variacién en la composiciéon de la microbiota intestinal durante la
infeccion (Barash et al., 2017; Bartelt et al., 2017; Beatty et al., 2017). Asimismo, el
ensamblaje B induce una respuesta de mayor intensidad y es mas resistente a las especies
reactivas de oxigeno (ERO) y 6xido nitrico (NO) (Eckmann et al., 2000). Por otro lado,
se ha sugerido que los hospedadores infectados desencadenan respuestas inmunoldgicas
especificas debido a los diferentes repertorios de VSP expresados en los ensamblajes de

G. duodenalis (Caccio et al., 2018).

2.2.3.5. ESPECIFICIDAD DEL ENSAMBLAJE HACIA ©UN
HOSPEDADOR

El aislamiento de ensamblajes, considerados especificos para determinadas
especies, en humanos y ciertos animales cada vez con mayor frecuencia, comienza a

cuestionar el grado de especificidad hacia un determinado hospedador. No obstante, es
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vélido destacar que la mayoria de reportes basan sus hallazgos Gnicamente en la deteccion
de ADN en muestras fecales, y no lo acompafian de pruebas complementarias. De esta
manera, es dificil demostrar si los hospedadores realmente se encuentran infectados o

sOlo transportan mecdnicamente al parasito (Caccio et al., 2018).

Aparte de los ensamblajes A y B, varios estudios han reportado en humanos la
presencia de ensamblajes especificos de animales. En Etiopia, un estudio llevado a cabo
en zonas rurales y urbanas identific6 el ensamblaje F, especifico para gatos, en humanos
con cuadros diarreicos (Gelanew et al., 2007). En Brasil y Australia se informé la
presencia del ensamblaje E en humanos procedentes de comunidades pobres o rurales
(Fantinatti et al., 2016; Zahedi et al., 2017). Es interesante indicar que los ensamblajes A
y E exponen un mayor grado de similitud genética que alcanza el 90%, en comparacion
con los ensamblajes A y B que muestran entre un 78-81% de identidad (Lu et al., 1998;
Lebbad et al., 2010). También se han reportado casos humanos por los ensamblajes

caninos C y D (Soliman et al., 2011; Broglia et al., 2013).

La variacién en la especificidad de los ensamblajes también se observa en
animales. Los ensamblajes caninos C y D se han detectado en vacas, ovejas y cerdos en
el Reino Unido (Minetti et al., 2014) y en cabras de Australia (Ng et al., 2011). En
Uganda, el ensamblaje E se encontr6 en monos colobos rojos (Procolobus badius
tephrosceles) y se supone que la transmision surgié del ganado (Johnston et al., 2010).
Se han informado infecciones mixtas por los ensamblajes C y E para chinchillas
(Chinchilla lanigera) mascotas en Bélgica (Levecke et al., 2011) y por los ensamblajes
D y E en un cerdo de Brasil (Fava et al., 2013). Finalmente, el ensamblaje F ha sido

reportado en ganado de Espafa (Cardona et al., 2015).
2.3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Giardia es un microorganismo enigmatico debido a que posee varias
caracteristicas morfoldgicas tnicas e inusuales que lo diferencian de otros protozoarios.
Las caracteristicas morfolégicas mas relevantes incluyen la presencia de un par de
nucleos y de una estructura accesoria Unica, el disco adhesivo ventral (Thompson y

Monis, 2004; Morrison et al., 2007).
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2.3.1. MORFOLOGIA GENERAL DEL TROFOZOITO

El trofozoito de Giardia duodenalis exhibe una apariencia morfoldgica distintiva
y caracteristica. Presenta una morfologia piriforme, usualmente con 10-15 pm. de
longitud y 6-10 um. de ancho, con cuatro pares de flagelos (anterolaterales,
posterolaterales, ventrales y caudales) (Figura 2), un par de cuerpos medianos distintivos
y una estructura accesoria Unica para G. duodenalis, el disco adhesivo ventral (Adam,
2001; Cordero del Campillo et al., 2001). Se observan dos nucleos sin nucleolos, de

disposicion simétrica respecto al eje longitudinal y de localizacién anterior (Adam, 2001).
2.3.2. ESTRUCTURA Y REPLICACION NUCLEAR

Dentro de las caracteristicas tnicas del trofozoito de Giardia, resalta la presencia
de dos nucleos. Estos son casi idénticos estructuralmente, se replican aproximadamente
al mismo tiempo y son transcripcionalmente activos. Ambos nucleos tienen
aproximadamente la misma cantidad de ADN nuclear y de secuencias de ADN

ribosémico (ADNr) (Adam, 2001; Bernander et al., 2001).

Respecto a la replicacién del material genético, se ha observado que durante la
fase tardia del proceso de enquistamiento, el trofozoito sufre la division de ambos nucleos,
con su respectivo ADN (2n), formando un prequiste con ploidia de 4x2n. Posteriormente,
se produce otra ronda de replicacion del ADN para cada nicleo lo que da como resultado
un quiste completamente diferenciado que contiene cuatro nticleos, cada uno con una
ploidia de 4n, lo que resulta en un quiste con una ploidia de 16n (Bernander et al., 2001).
Por otro lado, los organismos eucariotas superiores tienen nucleolos, facilmente
reconocibles, donde se produce la transcripcién de ARNr. La fibrilarina representa un
importante componente de los nucleolos que es requerido para el procesamiento previo
del ARNr. A pesar que no se han identificado nucleolos en los nucleos de G. duodenalis,
la evidencia de fibrilarina sugiere que la transcripcion y procesamiento de ARNr se

produce en regiones difusas del ndcleo (Adam, 2001).
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Figura 2. Caracteristicas generales del trofozoito de Giardia duodenalis
(Monis et al., 2009)

2.3.3. CITOESQUELETO

Flagelo
posterolateral

Flagelo
ventral

El citoesqueleto de Giardia consta de tres sistemas de organelas compuestos de
microtibulos: disco adhesivo ventral, flagelos y cuerpos medianos. Es de resaltar que el
principal componente del citoesqueleto es la tubulina, proteina utilizada como objetivo

para el tratamiento farmacoldgico de la giardiasis (Peattie, 1990).
2.3.3.1. DISCO ADHESIVO VENTRAL

El disco adhesivo ventral (Figura 3) es una estructura unica, compleja,
relativamente rigida e importante del citoesqueleto de G. duodenalis, que es utilizada para
distinguir a Giardia del resto de protozoarios flagelados (Adam, 2001). El disco contiene
proteinas contrictiles como actinina, o -actinina, miosina y tropomiosina, las cuales
intervienen en la adhesion sobre el epitelio intestinal durante el proceso de colonizacidon

(Feely et al., 1982).
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Figura 3. Vista ventral de un trofozoito de Giardia duodenalis donde se indican el disco
adhesivo ventral (DAV) y los flagelos anterolaterales (FAL), posterolaterales (FPL),
ventrales (FV) y caudales (FC) (Gardner y Hill, 2001)

Al igual que en el citoesqueleto, la tubulina es una proteina de gran importancia
estructural y metabdlica en el disco adhesivo ventral. Esta caracteristica es aprovechada
por los tratamientos farmacoldgicos. Se sabe que el albendazol se dirige a la tubulina y
altera las funciones dependientes de dicha proteina, lo que consecuentemente genera la
fragmentacion y desacoplamiento del disco adhesivo ventral e inhibe la polimerizacién
del citoesqueleto y reduce la absorcion de glucosa. De esta manera, los trofozoitos son

incapaces de adherirse a la mucosa intestinal (Adam, 2001).
2.3.3.2. FLAGELOS

El trofozoito tiene cuatro pares de flagelos (Figura 2) que se originan a nivel de
los cuerpos basales, que se encuentran en la linea media y en la regién anteroventral al
nicleo. Cada par de flagelos sobresale por las regiones anterior, posterior, caudal y ventral
del trofozoito, y cada uno de estos se encuentran formados por nueve pares de
microtibulos que envuelven a un par de microtibulos. Los flagelos intervienen en la
motilidad de Giardia pero no en el proceso de adhesion, y su mantenimiento durante el

enquistamiento sugiere cierto grado de importancia para dicho proceso (Adam, 2001).
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2.3.3.3. CUERPOS MEDIANOS

Los cuerpos medianos son estructuras Unicas que forman parte del citoesqueleto
de Giardia, se encuentran localizados en la linea media y en la region dorsal a los flagelos
caudales. La descripcidon de los cuerpos medianos ayuda a definir las caracteristicas
morfolégicas de las diferentes especies de Giardia. Los trofozoitos de G. duodenalis
presentan dos cuerpos medianos en forma de martillo y consisten en un grupo de
microtibulos muy contraidos (Adam, 2001). Aunque su funcién es desconocida, se ha
propuesto a los cuerpos medianos como la region donde se produce el ensamblaje de los

microtibulos que conforman el disco adhesivo ventral (Meng et al., 1996).
2.3.4. MORFOLOGIA GENERAL DEL QUISTE

El quiste generalmente presenta 8-10 pm. de largo y 7-10 um. de ancho. Se
encuentra rodeado por una pared robusta de aproximadamente 0.3-0.5 um. de espesor
formada por una doble membrana conformada por carbohidratos y proteinas (Adam,
2001; Einarsson et al., 2016b). En el interior del quiste, se aprecia 2-4 ndcleos (lo cual
dependera si la division nuclear se ha completado), cuerpos medianos, flagelos retraidos

y estructuras del disco adhesivo ventral (Adam, 2001).
2.4. EPIDEMIOLOGIA

En la actualidad, la aplicacion de herramientas epidemioldgicas, en regiones
endémicas o en brotes repentinos, han proporcionado valiosa informacion que permite
una comprension cada vez mayor de como Giardia duodenalis se mantiene en al menos
cuatro grandes ciclos de transmisioén (Figura 4). Sin embargo, la interaccién de estos
ciclos y el rango de hospedadores para cada tipo de ensamblaje, siguen en parte sin

resolver (Thompson y Monis, 2004).
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Figura 4. Los cuatro grandes ciclos de transmision para el mantenimiento de Giardia
duodenalis en diferentes hospedadores (Thompson y Monis, 2004)
La transmisién zoonética de G. duodenalis ha sido un tema controvertido durante
muchos afios, incluso, se han considerado como potenciales reservorios a animales de
compaiifa, ganado y fauna silvestre (Figura 5). De hecho, la relacién entre animales

silvestres y los brotes de giardiasis humana por contaminacién del agua, fue lo que

27



determiné que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasificara a Giardia como

un pardasito zoonotico (Cacciod y Ryan, 2008).

Los trabajos que han analizado la transmision cruzada de G. duodenalis han
utilizado, por lo general, aislamientos que no estaban caracterizados genéticamente, por
lo tanto, no es posible establecer una relacién de especificidad entre los hospedadores y
los ensamblajes. Otra limitacién de estos estudios es el uso de elevadas dosis de quistes
para simular infecciones cruzadas, lo cual es poco probable que represente una infeccion
natural (Thompson y Monis, 2004). Ademas, el estado de maduracion de los quistes y la
variabilidad genética del pardsito, sumado a la edad y estado inmunitario del hospedador,
son factores que complican la interpretacion de los resultados de estos estudios (Caccio y

Ryan, 2008).

La intervencion de las herramientas moleculares en diversos estudios ha permitido
identificar asilamientos genéticamente similares en diferentes especies animales,
incluidos en humanos. No obstante, el hallazgo de genotipos genéticamente similares no
representa una evidencia concluyente de que se esté produciendo transmisién zoonética
(Feng y Xiao, 2011). Ante esto, los estudios epidemioldgicos pueden brindar una
evaluacion mds profunda debido a que examinan la dindmica de transmision de Giardia
entre hospedadores que viven en la misma region geogréfica o en focos endémicos. La
validacion de estos estudios sélo puede ser proporcionada por técnicas moleculares
suficientemente precisas y rigurosas para garantizar que los aislamientos no se clasifiquen

incorrectamente y para detectar la diversidad genética (Thompson y Monis, 2004).

Respecto a los ensamblajes especificos en animales, existe un amplio suministro
de informacidn, en base a andlisis moleculares, que relacionan a los ensamblajes C y D
con perros y canidos silvestres, el ensamblaje E a ungulados domésticos y silvestres, el
ensamblajes F a los gatos, el ensamblaje G a roedores y el ensamblaje H a pinnipedos
(Caccio et al., 2018). A pesar de esto, las investigaciones que relacionan a Giardia con
camélidos sudamericanos son limitadas, lo cual no permite una correcta y completa
comprension de la dindmica de la enfermedad en dichas especies, y el riesgo que
representan estas como potencial reservorio para infecciones humanas (Gomez-Puerta et

al.,2014).
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Figura 5. La mayoria de las infecciones en humanos son antropondéticas e involucran a
los sub-ensamblajes Al, All, BII y BIV. El sub-ensamblaje Al tiene potencial zoondtico
e involucra al ganado, rumiantes silvestres, primates no humanos, gatos y perros. En
humanos, se ha reportado ocasionalmente los ensamblajes C, D, E y F, originados
probablemente de animales especificos a estos ensamblajes (Caccio et al., 2018)

2.5. CICLO DE TRANSMISION EN EL GANADO

Giardia duodenalis es uno de los pardsitos protozoarios que se identifica con
mayor frecuencia en el ganado, principalmente en vacas y ovejas. Por lo general, las
infecciones son asintomdticas pero la diarrea es la mayor expresion clinica de la
enfermedad que perjudica el crecimiento y desarrollo en terneros (Geurden et al., 2010b).
Se ha recomendado el uso de programas sanitarios que incluyan la administracién de
antiparasitarios y la reduccién de la contaminacién ambiental con el objetivo de

minimizar las reinfecciones (Aloisio et al., 2006, Geurden et al., 2010b). Sin embargo,
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esto no ha logrado evitar la propagacion de Giardia (O’handley et al., 2000). Ademas, se
ha demostrado que las moscas son capaces de vehiculizar los quistes de Giardia en
granjas lecheras, lo cual complica ain mds los esfuerzos por controlar y prevenir la

infeccion (Zhao et al., 2014).

El ensamblaje E es el que se reporta con mayor frecuencia en el ganado y, a pesar
del grado de especificidad, este ensamblaje también se ha informado en casos humanos
(Zahedi et al., 2017), lo cual hace sospechar de su posible transmisién zoondtica
(Fantinatti et al., 2016). Es interesante indicar que los ensamblajes E y A exponen un
mayor grado de similitud a nivel genémico en comparacién con el ensamblaje B. Los
estudios moleculares han revelado un 90% de identidad entre los ensamblajes E y A,
mientras que los ensamblajes A y B muestran entre un 78-81% de identidad (Lu et al.,

1998; Lebbad et al., 2010).

La prevalencia de G. duodenalis en bovinos oscila entre 1.09-74.2% a nivel
mundial (Feng y Xiao, 2011; Feng et al., 2019), aunque por lo general estos valores se
incrementan en terneros y en vacunos lecheros en comparacién con ganado cdrnico
(Abeywardena et al., 2015; Mahato et al., 2018). El ensamblaje E es el que se diagnostica
con mayor frecuencia, seguido por el ensamblaje A (sub-ensamblajes Al y Alll) y
esporddicamente el ensamblaje B (sub-ensamblajes BIII y BIV) (Lichtmannsperger et al.,
2019; Ryan y Zahedi, 2019). Asimismo, se han reportado los ensamblajes C, D y F en
ganado bovino del Reino Unido (Minetti ef al., 2014) y también se report6 el ensamblaje
F en vacunos asintomadticos de Espafia (Cardona et al., 2015). Trabajos realizados en
Europa indican que el ganado vacuno podria actuar como reservorio de Giardia para la
poblacion humana. El andlisis genético de los ensamblajes A y B aislados tanto de vacas

como de humanos arrojé un 100% de identidad (Khan et al., 2011; Bartley et al., 2019).

La prevalencia de G. duodenalis en ovejas varia entre 1.5-89.2%, donde los
corderos presentan siete veces mds probabilidades de infectarse en relacion con las ovejas
adultas (Ryan et al., 2005; Feng y Xiao, 2011). Aparte de la sintomatologia, la giardiasis
repercute negativamente en aspectos productivos como un menor peso de la carcasa y una
menor ganancia de peso respecto al tiempo de vida (Jacobson et al., 2016). Los
ensamblajes E y A (Al y AlI) son los que se reportan con mayor frecuencia en ovinos,

mientras que el ensamblaje B se ha informado ocasionalmente. Sin embargo, se ha
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reportado un brote de giardiasis en ovejas ocasionado por el ensamblaje B (Aloisio et al.,

2000).

A pesar que la giardiasis caprina no se encuentra tan estudiada, en comparacion
con la de otros rumiantes domésticos, se informan prevalencias que varian del 4% hasta
el 43.5%. El ensamblaje E en conjunto con los sub-ensamblajes Al y All son los que se
reportan con mayor frecuencia (Feng y Xiao, 2011). Existe un reporte del ensamblaje D
en cabras, aunque se especula que estas transportan mecdnicamente los quistes y que la

aparente infeccion es producto de la ingestion de heces caninas contaminadas (Utaaker et

al., 2017).

La prevalencia de G. duodenalis en cerdos oscila entre 3.5% y 31.1%. Los
ensamblajes A, B (BIl y BIV), D y E han sido reportados y, como sucede en otros
animales, predomina el ensamblaje E, seguido del ensamblaje A. Se ha asociado la

presencia del ensamblaje E con cuadros diarreicos en cerdos (Feng y Xiao, 2011).

En la actualidad, los datos relacionados a la infeccién por Giardia en alpacas
reportan prevalencias que oscilan desde 4.9% hasta el 50% (Trout et al., 2008; Gomez-
Couso et al., 2012), y al igual que en el resto de especies, los individuos jévenes
representan la poblaciéon mds afectada (Gémez-Puerta et al., 2014). Aunque los trabajos
de investigacion son escasos, se ha logrado identificar a los ensamblajes A y E de G.
duodenalis en alpacas. Un estudio en dos regiones andinas del Peru aisl6 los ensamblajes
Ay E en crias de alpaca (Gomez-Couso et al., 2012). De la misma manera, el estudio de
Gomez-Puerta et al. (2014), realizado en Cusco, Puno y Huancavelica, logré resultados
mas precisos al identificar a los sub-ensamblajes Al y All en crias y madres, y el

ensamblaje E exclusivamente en crias de alpacas.

La diarrea es una causa importante de morbilidad y mortalidad en crias de alpaca
y su etiologia puede ser multifactorial, incluyendo el manejo y los factores nutricionales,
asi como una amplia variedad de microorganismos patégenos. Hallazgos clinicos han
establecido a Giardia como potencial agente etioldgico de cuadros diarreicos en alpacas
neonatas (Cebra et al., 2003; Whitehead y Anderson, 2006). Sin embargo, las evidencias
de trabajos realizados en el Perti no han logrado demostrar dicha asociaciéon (Gomez-

Couso et al., 2012; Gémez-Puerta et al., 2014). Cabe recalcar que ninguno de los trabajos
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mencionados anteriormente han sido disefiado para determinar la asociacion entre la

presencia de G. duodenalis y el desarrollo de diarreas en crias de alpaca.

El ensamblaje E es el que se reporta con mayor frecuencia en el ganado, seguido
por el ensamblaje A (Ryan y Zahedi, 2019). Los resultados de Gémez-Couso et al. (2012)
obtenidos en alpacas coinciden con trabajos previos en animales de abasto, lo cual podria
justificarse por el tipo de manejo. Es frecuente apreciar que las explotaciones alpaqueras
alberguen rebafios mixtos, que incluyan ovejas y vacas en las mismas parcelas donde se
encuentran las alpacas. Por ende, la proximidad de estas especies favoreceria la
transmision cruzada de G. duodenalis (Gémez-Puerta, 2013). Por otro lado, el reporte de
una mayor proporcion de infecciones por ensamblaje A sugiere que la intervencion
humana favoreceria la dindmica de transmisién de dicho ensamblaje hacia las alpacas

(Goémez-Puerta, 2013; Gomez-Puerta et al., 2014).
2.6. CICLO BIOLOGICO

Giardia duodenalis presenta un ciclo bioldgico directo con dos estadios
evolutivos, el trofozoito proliferativo y el quiste infectivo, los cuales difieren en
caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas (Cordero del Campillo et al., 2001) (Figura 6).
Los trofozoitos altamente méviles son los encargados de colonizar el intestino delgado y
de desencadenar los signos clinicos, mientras que los quistes son los responsables de la

propagacion y transmision de la enfermedad (Adam, 2001).

El progreso del trdnsito intestinal genera variaciones en el entorno, como el
aumento del pH y en la concentracién de sales biliares, que son detectadas por el
trofozoito promoviendo la formacién del quiste (Cordero del Campillo et al., 2001).
Lujan et al. (1996) indican que la falta de colesterol, como fuente alimenticia para los
trofozoitos, es el factor desencadenante para iniciar el proceso de enquistamiento, el cual
podria dividirse en dos fases, temprana y tardia. Cabe mencionar que se producen
drésticas variaciones en la expresion génica para llevar a cabo cada una de estas fases

(Einarsson et al., 2016b).
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Figura 6. Ciclo bioldgico de G. duodenalis (O'handley y Olson., 2006)

La fase temprana inicia con la desarticulacion del citoesqueleto y del disco
adhesivo ventral. Ademas, el trofozoito pierde su estructura convencional, adquiere una
morfologia esférica e inicia la formacién de la pared quistica. El quiste se caracteriza por
presentar una pared robusta conformada por una doble membrana cubierta por una capa
externa filamentosa que estd compuesta de carbohidratos (60%) y proteinas (40%)

(Einarsson et al., 2016b).

Durante la fase tardia, el trofozoito sufre la division de ambos nicleos con su
respectivo material genético (2n) formando un prequiste con ploidia de 4x2n.
Posteriormente, se produce otra ronda de replicacién del ADN para cada nicleo lo que da
como resultado un quiste completamente diferenciado que contiene cuatro nicleos, cada
uno con una ploidia de 4n, lo que resulta en un quiste con una ploidia de 16n (Bernander

etal., 2001).

A diferencia de los helmintos y algunas coccidias, los quistes de Giardia no
requieren un periodo de maduracién cuando son excretados en conjunto con las heces,
son inmediatamente infecciosos y sobreviven en el medio ambiente, particularmente en
lugares con condiciones frescas y hiimedas (Farthing, 1996). En individuos con diarrea
intensa, los trofozoitos no alcanzan a enquistarse debido al aumento del peristaltismo

intestinal, lo que reduce significativamente su capacidad de sobrevivencia en el medio
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ambiente. Por lo tanto, este estadio evolutivo es incapaz de diseminar y transmitir la

enfermedad (Tangtrongsup y Scorza, 2010).

La pared quistica protege al pardsito contra todo aquello que lo destruiria, como
las variaciones en la temperatura ambiental o frente a algunos tratamientos quimicos
utilizados en el agua potable (Thompson, 2004). Se ha demostrado que los quistes son
capaces de persistir en aguas superficiales con temperaturas que oscilan de 0° a 40 ° C
durante més de dos meses. A 8°C resisten 77 dias, a 21°C, 5-24 dias y a 37°C, en agua
destilada, cuatro dias (Cordero del Campillo et al., 2001). Asimismo, los quistes son
relativamente resistentes a la cloracion del agua potable. Esto hace de las fuentes de agua
una importante ruta de transmisiéon para G. duodenalis (Feng y Xiao, 2011). Por el
contrario, los quistes de Giardia son altamente sensibles a la desecacion. Ademas, el agua
hirviendo los destruye rdpidamente al igual que las soluciones de fenol, amonio

cuaternario o lisol (Cordero del Campillo et al., 2001).
2.7. INMUNOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA

La fisiopatologia y patogenicidad de la giardiasis son procesos multifactoriales
que se encuentran influenciados por diversos factores, que incluyen la dosis infecciosa,
variabilidad genética de los ensamblajes de G. duodenalis, presencia concurrente de otros
enteropatégenos, composicion de la microbiota intestinal, respuesta inmunoldgica de la
mucosa intestinal mediada genéticamente por el pardsito y estado nutricional del
hospedador (Einarsson et al., 2016a; Certad et al., 2017). Estos factores representan una
de las principales dificultades para explicar la fisiopatologia de la giardiasis en humanos
y animales, debido a que generan un amplio espectro de expresion de la enfermedad, que
abarca desde el transporte asintomdtico del microorganismo hasta la severa

sintomatologia evidenciada por diarrea crénica y malabsorcion (Liu et al., 2018).

El proceso fisiopatologico se inicia con la ingestién del quiste infectivo, y
posterior liberacion y fijacion de los trofozoitos vegetativos sobre la mucosa intestinal
(Adam, 2001). Los trofozoitos de Giardia estimulan el reclutamiento inical de linfocitos
T CD8+, y luego se produce la transicion a linfocitos T CD4+ (Vinayak et al., 1991). Los
linfocitos T CD4+ son células esenciales para contrarrestar el curso de la infeccién
(Singer y Nash, 2000b). A partir los linfocitos T CD4+, y a través de la intervencion de

la IL-6 y el TGF- B (factor de crecimiento transformante beta), se diferencian los
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linfocitos Th17. Los linfocitos Th17 producen la IL-17, la cual es una citoquina
proinflamatoria esencial en la inmunidad frente a una infeccion por Giardia. Un estudio
en ratones revel6 que la IL-17 fue necesaria para el transporte de inmunoglobulina A
(IgA) a la luz intestinal, ya que su deficiencia condujo a una reduccién marcada de los
niveles de IgA fecal (Dann et al., 2015). Por otra parte, se ha demostrado que la IL-6,
sintetizada especificamente por las células dendriticas, tiene un importante efecto
regulador sobre la respuesta inmune frente a Giardia. Mientras que la IL-6 secretada por
macréfagos, mastocitos, linfocitos T y células epiteliales intestinales no son necesarias

para el control de la infeccion (Bleier et al., 2004).

Los linfocitos T CD8+ son los responsables de inducir la atrofia del borde en
cepillo de las vellosidades intestinales y reducir la actividad enzimdtica apical,
principalmente de las disacaridasas (Scott et al., 2004). Asimismo, los trofozoitos
destruyen la glicoproteina secretora Mucina-2 (MUC?2) encargada de sintetizar el mucus
que recubre a las células epiteliales intestinales (Amat et al., 2017). La destruccién del
epitelio intestinal y la alteracién de la activdad enzimética conducen a una disminucién
en el drea total de absorcion del intestino delgado. Esto conlleva a una digestion y
absorcion deteriorada de agua, electrolitos, vitaminas (A y B12), lipidos, aminoacidos y
glucosa (Buret et al., 1992; Troeger et al., 2007). Ademads, se ha observado que Giardia
induce la secrecion de cloruro en las células colénicas (Troeger et al., 2007). Por lo tanto,
el gradiente osmotico, resultante de la combinacion de malabsorcion e hipersecrecion de
electrolitos, es el responsable de la acumulacion de liquidos en la luz intestinal y aumento
del peristaltismo, lo que a su vez conduce a la diarrea (Buret et al., 1992). La diarrea
mucosa acompanada de esteatorrea, que generalmente se observan en la giardiasis clinica,
son atribuidas a la actividad reducida de la enzima lipasa y al aumento de la produccioén

de mucina por las células caliciformes (Kahn y Line, 2010).

Estudios previos indican un papel crucial de los linfocitos B en la giardiasis. La
infeccidn por Giardia estimula la sintesis y secrecion de IgA por los linfocitos B (Cerutti
y Rescigno, 2008). Los enterocitos movilizan la IgA hacia el limen intestinal, a través de
un receptor polimérico de inmunoglobulina (pglR), 1o que permite la fijacién de diversos
microorganismos para repeler la adhesion sobre la mucosa intestinal (Strugnell y
Wijburg, 2010). Se ha demostrado que la deficiencia de IgA y de pglR se asocia a

infecciones cronicas por Giardia (Langford et al., 2002), y que la deficiencia de IL-17
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posiblemente reduzca los niveles de IgA. Esto hace sospechar que el trasnporte de IgA a
la luz intestinal se encuentra sefializado, en parte, por la IL-17 (Dann et al., 2015).
Ademads, la actividad de los anticuerpos es crucial en la deteccion de las proteinas de
superficie variables (VSP) (Singer y Nash, 2000b). Por otra parte, se observado que los
eosindfilos participan en la producciéon de IgA especifica contra Giardia (Jung et al.,
2015), asi como en la activacion de otras células involucradas en la respuesta inmune

(linfocitos Th17 y linfocitos T gamma/delta) (Coccia et al., 2012).

La exposicion a G. duodenalis, o a sus proteasas de cisteina, producto de
excrecion-secrecion, provoca un efecto proteolitico sobre las quimiocinas celulares e
induce diversas reorganizaciones en el citoesqueleto y en las uniones intercelulares de los
enterocitos (Liu ef al., 2018). Estos procesos, en conjunto, aumentan considerablemente
la permeabilidad del epitelio intestinal, la cual se encuentra asociada con una resistencia
eléctrica transepitelial reducida (Teoh et al., 2000). Adicionalmente, las proteasas de
cisteina inducen alteraciones en la microbiota intestinal lo que da como resultado la
apoptosis del revestimiento epitelial, la destruccion de uniones intercelulares y la invasion

bacteriana a través de las lesiones de la barrera intestinal (Beatty et al., 2017).

G. duodenalis exhibe otras estructuras que alteran la integridad del epitelio
intestinal. El disco adhesivo ventral es una estructura de fijacion mecdanica sobre las
células epiteliales intestinales, que permite a Giardia obtener los nutrientes necesarios y
evitar el desplazamiento mds alla del yeyuno. Por lo tanto, el disco juega un papel
determinante en la supervivencia de Giardia en el ambiente intestinal y en el desarrollo
de la enfermedad porque causa dafio mecdnico al interrumpir y distorsionar las
microvellosidades donde se produce la interaccion con la membrana celular (Adam,

2001).

La pérdida de la integridad de la barrera epitelial permite que G. duodenalis
propicie la activaciéon de genes especificos implicados en la cascada de apoptosis
enterocitica alterando determinados procesos fisiolégicos de gran relevancia para el
equilibrio intestinal del hospedador (Roxstrom-Lindquist et al., 2005). En respuesta a la
colonizacién intestinal, las células epiteliales sintetizan péptidos antimicrobianos
especificos, como las a-defensinas, capaces de reducir la viabilidad de Giardia (Aley et
al., 1994). Ademéds, los enterocitos sintetizan y secretan especies reactivas de oxigeno

(ERO) y 6xido nitrico (NO) (Eckmann et al., 2000). Se sabe que el NO inhibe el
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desarrollo de los trofozoitos y los procesos de desenquistamiento y enquistamiento. Sin
embargo, G. duodenalis, a través de la enzima nitrorreductasa, puede prevenir la
formacion de NO al consumir la arginina, sustrato crucial que necesita la enzima 6xido

nitrico sintasa (NOS) de los enterocitos para sintetizar NO (Eckmann et al., 2000).

En respuesta a la pérdida de células epiteliales por la giardiasis, las criptas
intestinales se hacen mds profundas y se produce una mayor proliferacion celular en las
mismas. De esta manera, las microvellosidades intestinales son repobladas por enterocitos

fisiologicamente inmaduros con limitada capacidad de absorcion (Buret et al., 1992).

Dentro de la fisiopatologia de la giardiasis, es necesario considerar qué ensamblaje
es el causante de la infeccién o si esta se ha producido por la asociacién de dos
ensamblajes. Se ha demostrado que el ensamblaje B induce relativamente una mayor
patogenicidad respecto a los sub-ensamblajes Al y All y al ensamblaje E (Bénéré et al.,
2012). A pesar que la mayor variabilidad genética es encontrada en el ensamblaje B, se
requiere mayor evidencia que determine si esta caracteristica influye directamente sobre
la patogenicidad ya que los resultados de diversos estudios son contradictorios (Sprong
et al., 2009). Por otro lado, se demostré que las infecciones mixtas por los ensamblajes A
y B de G. duodenalis son capaces de provocar significativamente un mayor grado de
trastornos epiteliales que una monoinfeccion con cualquiera de los mismos ensamblajes.
Aln no se ha explicado cdmo una infeccién mixta por estos dos ensamblajes puede
provocar mayores dafios que las monoinfecciones. Se requiere mayor investigacion para
determinar si la mayor patogenicidad es provocada por el efecto sinérgico de un entorno
competitivo, el efecto en conjunto de los productos secretores-excretores, la regulacion
de la virulencia intraparasitaria, o incluso la modulacién de la respuesta del hospedador

durante las infecciones combinadas (Koh et al., 2013).

2.8. LESIONES HISTOPATOLOGICAS

A pesar que existe evidencia que indica las minimas o nulas alteraciones inflamatorias
intestinales durante la infeccion por Giardia duodenalis en humanos y animales,
diferentes estudios histopatoldgicos demuestran diversos grados de acortamiento de las
microvellosidades intestinales y destruccién del borde en cepillo de los enterocitos
(Panarelli et al., 2017) (Figura 7). Ocasionalmente se observan agrupaciones o “parches”

irregulares de linfocitos intraepiteliales en la ldmina propia, inflamacioén de la ldmina
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propia, desprendimiento de células epiteliales degeneradas, presencia de gotas de mucus
entre las microvellosidades (Panarelli et al., 2017) y enterocitos con morfologia cuboide
(Kahn y Line, 2010). Ademads, el aumento en el niimero de enterocitos inmaduros parece

estar asociado con la hiperplasia de las criptas intestinales (Buret et al., 1992).

Figura 7. Presencia de trofozoitos de Giardia duodenalis en el limen intestinal. Tincién
hematoxilina-eosina (Panarelli ef al., 2017)

Excepcionalmente, un estudio revelé que terneros con giardiasis presentaron una
inflamacidn difusa moderada a severa en el corion yeyunal acompafiado de una marcada
infiltracién de linfocitos en la ldmina propia. La atrofia de las microvellosidades y la
distorsién de las criptas fueron hallazgos comunes. Ademads, la criptitis purulenta varié
de rara a multifocal en el yeyuno proximal. Todas estas alteraciones se observaron en

menor medida en el duodeno, {leon y colon (Geurden et al., 2010c).
2.9. SIGNOS CLINICOS

La giardiasis es una enfermedad multifactorial que refleja la compleja interaccion
entre el hospedador y el pardsito protozoario (Einarsson et al., 2016a). Esto hace que los
signos clinicos varien sustancialmente entre especies e incluso dentro de individuos de la
misma especie (Gémez-Puerta, 2013). La intervencion de determinados factores, como

la variabilidad genética de los ensamblajes de Giardia duodenalis, estado nutricional del
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hospedador, composicién de la microbiota intestinal, coinfeccion por enteropatdégenos,
respuestas inmunoldgicas de la mucosa intestinal mediada genéticamente por el
hospedador y modulacién inmunolégica por Giardia, influyen en las manifestaciones

clinicas de la enfermedad (Certad et al., 2017).

En rumiantes, se reporta la excrecion de quistes en terneros de tan s6lo 4 dias de
edad, pero clinicamente la enfermedad se manifiesta en animales mayores de 1 mes
(Geurden et al., 2006). La giardiasis clinica evidencia heces liquidas o pastosas, fétidas y
con aspecto mucoso, deshidratacion, dolor y distension abdominal, apatia y alteracion del
apetito. En corderos con giardiasis se observé que los animales requirieron un mayor
tiempo para alcanzar el peso adecuado para el sacrificio y se redujo el peso de la canal
(Olson et al., 1995). Ademads, Aloisio et al. (2006) indicaron que corderos infectados
naturalmente con Giardia mostraron sindrome de malabsorciéon y disminucién de la
ganancia de peso y de la eficacia alimenticia. La diarrea es la mayor expresion clinica de
la giardiasis y diversos estudios han demostrado la asociacién entre el pardsito y las
diarreas en ganado bovino y ovino (O’Handley et al., 1999; Squire y Ryan, 2017). No
obstante, otros trabajos no lograron identificar la asociacion entre Giardia y cuadros

diarreicos en terneros y corderos (Xiao et al., 1994b; Huetink et al., 2001).

En lo que respecta a los camélidos sudamericanos, se informa que la infeccion por
G. duodenalis desencadena diarrea, deshidratacion y pérdida de peso (Whitehead y
Anderson, 2006). Aunque varios estudios no encontraron una asociacién entre la
infeccion por G. duodenalis y la presentacion de diarreas en alpacas (Gémez-Couso et
al., 2012; Gémez-Puerta et al., 2014), existen reportes clinicos que indican lo contrario.
Cebra et al. (2003) identificaron a Giardia como el enteropatégeno involucrado en el 18%
de los casos de diarrea en crias de alpaca y llama. De la misma manera, Whitehead y
Anderson (2006) revelaron que el 32.8% de los cuadros diarreicos en alpacas menores de

cuatro meses de edad fueron positivos a Giardia.
2.10. TECNICAS DIAGNOSTICAS

Las prevalencias reportadas de Giardia duodenalis varian de acuerdo al niimero
de muestras fecales analizadas por individuo, la edad y el estado inmunoldgico del
paciente, el area geogréfica estudiada y el método diagndstico utilizado (Koehler et al.,

2014; Ryan y Zahedi, 2019). Tradicionalmente, las técnicas basadas en microscopia,
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anticuerpos y enzimas presentan considerables limitaciones en la deteccion o diagndstico
especifico en protozoarios (Koehler et al., 2014). Frente a esta situacion, el advenimiento
de las técnicas moleculares, en particular las basadas en la amplificaciéon de &acidos
nucleicos, han mejorado dristicamente nuestra capacidad para detectar infecciones
causadas por pardsitos. Los importantes avances en Giardia respecto a la taxonomia y
diagndstico, aspectos considerados problemadticos anteriormente, ilustran claramente el

progreso de las herramientas moleculares (Caccio, 2004 ).
2.10.1. TECNICAS DIAGNOSTICAS CONVENCIONALES

2.10.1.1. MICROSCOPIA OPTICA

Los métodos basados en microscopia Optica (Figura 8) se han utilizado
ampliamente para la deteccion de quistes de Giardia en muestras de agua, alimentos,
tejidos y heces (Soares y Tasca, 2016). Aunque el diagndstico por microscopia Optica se
basa principalmente en la identificacion de las caracteristicas morfoldgicas tipicas de los
quistes, es posible hallar trofozoitos en muestras de heces diarreicas debido al aumento
del peristaltismo intestinal (Tangtrongsup y Scorza, 2010). La evaluacién de la muestra
fecal se puede realizar directamente mediante la preparacion inmediata de un frotis con
solucion salina tibia (37° C) a partir de heces frescas o emplear métodos de concentracion
que utilizan sulfato de zinc o sacarosa. Ademas, existe la alternativa de afiadir técnicas de
tinciones en el protocolo de procesamiento para facilitar la identificacion de quistes y
trofozoitos de Giardia y para diferenciarlos de otros microorganismos y desechos fecales
o ambientales (Ament, 1972; Thornton et al., 1983). Por otro lado, la microscopia
electrénica podria ser util para la identificacion de determinadas especies de Giardia, pero

su uso rutinario en el &mbito clinico no es aplicable (Adam, 2001).

Debido a la naturaleza intermitente de la excrecion de quistes en individuos con
giardiasis, un resultado negativo no es excluyente y conviene repetirlo minimo tres veces
en dias alternos (Cordero del Campillo, 2001). Por lo tanto, el rendimiento diagndstico
de la microscopia convencional parece ser mayor si se dispone de una mayor cantidad de

muestras para examinar (Cartwright, 1999).
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Figura 8. Visualizacion por microscopia optica de trofozoito de G. duodenalis tefiido con
Giemsa (400x) (Thompson, 2004)

El reducido costo de reactivos hace de la microscopia dptica una alternativa
rentable. Sin embargo, dentro de las desventajas de este método encontramos que los
resultados obtenidos son relativos porque se rigen a la formacion y experiencia del
observador, debido a que este debe ser capaz de diferenciar los quistes de Giardia de otras
estructuras como levaduras y restos de plantas o materia fecal (Dryden et al., 2006).
Ademads, se requiere una mayor cantidad de tiempo para el anélisis en laboratorio y su
sensibilidad es menor en relacion a pruebas inmunoldgicas y moleculares (Geurden et al.,

2004; Heyworth, 2014).
2.10.1.2. TECNICAS INMUNOLOGICAS

Existen diversas técnicas inmunodiagndsticas disponibles para la giardiasis, como
la microscopia de inmunofluorescencia (IFA) (Figura 9), ensayo de inmunoadsorcién
ligado a enzimas (ELISA) e inmunocromatografia cualitativa en fase sélida. Estas
técnicas son utilizadas cada vez con mayor frecuencia en el diagndstico clinico. Estos

métodos ofrecen varias ventajas sobre la microscopia Optica en términos de sensibilidad
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y especificidad para la deteccion de quistes y trofozoitos de Giardia en diversos tipos de

muestras (Koehler et al., 2014).

Figura 9. Visualizacion por microscopia de fluorescencia de quistes de G. duodenalis
marcados con isotiocianato de fluoresceina (Gémez-Puerta, 2013)

En animales de compaiiia, la IFA, el ELISA y la inmunocromatografia
(Rimhanen-Finne et al., 2007; Geurden et al., 2008) han demostrado ser valiosas
alternativas para el diagndstico clinico. De la misma manera, la IFA y el ELISA han
probado ser técnicas inmunodiagndsticas altamente sensibles y especificas para la
deteccién de Giardia en terneros (Geurden et al., 2004). Actualmente, la IFA es
considerada como la mejor opcidn para el diagnéstico clinico de la giardiasis (Geurden

et al.,2010a).

Dentro de las ventajas de las técnicas inmunodiagnoésticas, la IFA hace que la
identificacion de quistes resulte mdas facil debido a los anticuerpos monoclonales
marcados con fluoresceina-isotiocianato que emiten fluorescencia cuando reaccionan a
una determinada longitud de onda. Ademds, la IFA exhibe una mayor sensibilidad y
especificidad en relacién a otras técnicas inmunodiagndsticas, lo cual podria deberse a la
etapa previa de concentracion de la muestra (Geurden et al., 2008). Por el contrario,

estudios indican que el ELISA es mas sensible que la IFA dado a la deteccion de proteinas
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de la pared quistica, las cuales se secretan en grandes cantidades cuando los trofozoitos
atraviesan el proceso de enquistamiento, mientras que la IFA probablemente sélo detecta
los quistes mas no a los trofozoitos (Boone et al., 1999; Geurden et al., 2004). Sin
embargo, tanto el ELISA como la IFA requieren una mayor cantidad de tiempo para el
procesamiento y andlisis de muestras, asi como de personal y equipamiento
especializados. Por lo tanto, el elevado costo de estos métodos hace poco practico su uso
en el diagnéstico clinico rutinario y restringe su aplicacion a estudios de investigacion
(Uehlinger et al., 2017). Frente a esta situacion, los ensayos inmunocromatograficos
representan una opcién viable porque son féciles y rdpidos de realizar, el procesamiento
se encuentra sujeto a una menor cantidad de equipos y puede ser aplicado en muestras
congeladas (Weitzel et al., 2006). Asimismo, la utilizacion de pruebas
inmunocromatograficas rapidas resultan mas convenientes para la practica clinica ya que
son faciles de ejecutar y la deteccién de copro-antigenos hace que no se requiera la
identificacion morfolégica de los quistes. Incluso, estos métodos son capaces de detectar
la excrecion de quistes cuando su concentracion en las heces es minima o cuando sélo el

copro-antigeno se encuentra presente (Vidal y Catapani, 2005).
2.10.2. TECNICAS DIAGNOSTICAS MOLECULARES

2.10.2.1. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Se han realizado importantes avances en el desarrollo de herramientas moleculares
especificas y sensibles para la clasificacion taxonomica de Giardia y el diagndstico de la
giardiasis. La aplicacion de la reaccion en radena de la polimersa (PCR) (Figura 10), ha
llevado a mejorar el conocimiento y comprension de la sistemadtica, biologia,
epidemiologia, ecologia y genética de poblaciones de G. duodenalis, lo que
consecuentemente apoya la prevencion y el control de la giardiasis (Koehler ez al., 2014).
Ademads, la PCR tiene el potencial de dilucidar informacién relacionada a la compleja red
de factores bioldgicos y ecoldgicos que intervienen en las interacciones entre Giardia, 1os
hospedadores y el medio ambiente (Caccio y Sprong, 2010; Koehler et al., 2014). En la
actualidad, se dispone de varios marcadores moleculares, como beta-giardina (-
giardina), glutamato deshidrogenasa (GDH), triosa fosfato isomerasa (TPI), factor de
elongacion-1 alfa (EF-1a) y la subunidad menor ARNr (SSU ARNr), que pueden ser
utilizados como ensayos de la PCR para la deteccion molecular de G. duodenalis (Caccio

y Ryan, 2008). Dentro de estos, los genes B-giardina y TPI son los que mejores resultados
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han proporcionado (Caccid y Sprong, 2010). Sin embargo, el uso de la PCR exhibe
limitaciones, entre las que destacan los elevados costos y la necesidad de contar con
operarios y equipos especializados, lo cual hace que su aplicacién sea insostenible en
regiones con recursos limitados y que su uso no se encuentre tan extendido en la prictica

veterinaria (Caccio y Sprong, 2010; Gémez-Puerta, 2013).
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292 bp

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR anidada para el
gen B-Giardina de Giardia duodenalis (Caccio et al., 2002)

44



III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION Y PERIODO DE DURACION

El trabajo de investigacion se realizd en las localidades de Machu Kuma,
Paqgchapata, Quero Tauca, Sillacunca y Tumuyo, todas ubicadas en el distrito de Nufioa
(provincia de Melgar, region Puno), y en la localidad de Quenamari situada en el distrito
de Marangani (provincia de Canchis, regién Cusco). Las muestras fueron procesadas y
analizadas en el Laboratorio de Epidemiologia y Economia Veterinaria de la Facultad de
Medicina Veterinaria, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, localizada en el
distrito de San Borja, provincia de Lima, region Lima. El estudio se llevo a cabo desde

enero del 2019 hasta julio del 2021
3.2. DESCRIPCION DEL MATERIAL EXPERIMENTAL
3.2.1. MUESTRAS FECALES

Se colectaron muestras fecales, normales y diarreicas, de crias de alpaca menores
a dos meses de edad durante los meses de enero y febrero, coincidentes con la temporada
de paricion y época lluviosa del afio 2019 (precipitacién en Cusco: 138 mm, precipitacion

en Puno: 161 mm) (Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Perd, 2022).

3.2.2. COMPONENTES DEL KIT DE EXTRACCION DE ADN “FastDNA
SPIN® Kit for Soil" (MP Biomedicals, USA)

Indicados por el fabricante (Anexo 1).

3.2.3. COMPONENTES PARA LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA ANIDADA (PCR ANIDADA)
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» Mezcla Maestra Verde (GoTaq® Green Master Mix, 2X (Promega, Madison, WI,
USA)): contiene ADN Taq polimerasa, dNTPs, MgCl2 y tampones de reaccién a
concentraciones Optimas para la amplificacién correcta de plantillas de ADN por PCR.
Ademads, contiene dos colorantes (azul y amarillo) que permiten el monitoreo del

progreso durante la electroforesis.
» Cebadores (iniciadores, partidores o primers en inglés):

Para la amplificacion parcial del gen B-Giardina de Giardia duodenalis se utilizaron

los siguientes cebadores (Caccio et al., 2002):

CEBADORES PARA PCR PRIMARIO (OUTERS):

B-Giardina G7 Forward (F1) 5’-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3’
B-Giardina G759 Reverse (R1)  5’-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3’

CEBADORES PARA PCR SECUNDARIO (INNERS):

B-Giardina Forward (F2) 5’-GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3’
B-Giardina Reverse (R2) 5’-CTCGACGAGCTTCGTGTT-3’

3.24. COMPONENTES PARA LA ELECTROFORESIS EN GEL DE
AGAROSA

Buffer TAE (Tris-Acetato-EDTA), agarosa, bromuro de etidio y marcador de peso

molecular (Iadder).

3.2.5. TAMANO DE MUESTRA
El célculo del tamafio de muestra se realizé en base a la férmula para estudios
epidemiolégicos caso-control no pareado (Rothman y Greenland, 1998). Se utilizé un
nivel de confianza del 95%, una potencia del 80% y una proporcién de casos expuestos
del 57.9% (G6mez-Couso et al., 2012). La chance que se usé en el célculo fue de 2,
debido a que se esperd encontrar que la chance de las muestras diarreicas en el grupo
positivo a G. duodenalis sea dos veces la chance de las muestras diarreicas en el grupo

negativo a G. duodenalis.
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[1] Tamaiio de muestra. Estudio caso-control. Grupos independientes:
Datos:
Proporcidn de casos expuestos: 57,900%
Proporcion de controles expuestos: 40,746%
Chance a detectar: 2,000
Numero de controles por caso: 1
Nivel de confianza: 95,0%
Resultados:
Potencia (%) Tamaiio de muestra
Casos Controles Total
80,0 133 133 266

En el presente estudio epidemioldgico caso-control, la variable desenlace
(dependiente) fue la diarrea, por lo tanto, se seleccioné un grupo con 133 crias de alpaca
con diarreas y otro grupo con 133 crias sin diarreas. Sin embargo, las demds variables
(sexo, raza y localidad de procedencia) fueron obtenidas aleatoriamente y, por ende,

mostradas en los resultados.

3.3. METODOLOGIA
3.3.1. COLECTA Y CONSERVACION DE MUESTRAS

Las muestras fecales fueron colectadas directamente del recto del animal por
personal orientado y capacitado profesionalmente (equipo de investigacion, incluyendo
al tesista, y trabajadores de la explotacion alpaquera). Se utilizaron bolsas de
polipropileno estériles y se rotuld cada una de estas con los datos respectivos del animal.
Posteriormente, las muestras se clasificaron de acuerdo a su consistencia en normales o
diarreicas y se colocaron en viales de 15 mL. con dicromato de potasio al 2.5%.Las
muestras se conservaron a temperatura de refrigeracion (4°C). Finalmente, las muestras
fueron remitidas al Laboratorio de Epidemiologia y Economia Veterinaria, para su

procesamiento, diagndstico y analisis molecular. Las muestras se almacenaron a 4°C por
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un periodo menor a dos meses. La manipulacién de las muestras fecales siguié un
protocolo estricto con la finalidad de evitar la infeccion del operario y la contaminacion

de la muestra.
3.3.2. SELECCION DE MUESTRAS FECALES PARA EL ESTUDIO

Las muestras fecales se clasificaron, de acuerdo a su consistencia, en normales y
diarreicas. En cada grupo se seleccionaron 133 muestras de forma aleatoria, para lo cual

se utilizé una funcién del programa de Microsoft Excel.
3.3.3. EXTRACCION DEL MATERIAL GENETICO (ADN)

Se realiz6 la extraccion de ADN para cada muestra fecal siguiendo el protocolo
indicado en el “FastDNA SPIN® Kit for Soil (MP Biomedicals, USA)” (Anexo 1). Al
finalizar el procedimiento, se obtuvo 100 uL. de eluido de cada muestra, los cuales se

mantuvieron a -20 °C para su conservacion.

3.3.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA ANIDADA (PCR
ANIDADA) (Caccio et al., 2002)

» PCR Primaria
Para cada muestra de ADN se amplific6 parcialmente un segmento de 753 nucleétidos

del gen B-Giardina. Los cebadores utilizados en la PCR Primaria fueron los siguientes:

CEBADOR SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

B-Giardina G7 Forward (F1) 5’-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3’
B-Giardina G759 Reverse (R1)  5-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3’

Mezcla de reaccion de la PCR Primaria para cada muestra:

COMPONENTE CANTIDAD
B-Giardina G7 Forward (F1) (0.25 uM) 0.7 uLL
B-Giardina G759 Reverse (R1) (0.25 uM) 0.7 uL
Mezcla Maestra Verde (Promega, USA) 12.5 uL
Agua libre de ADNasas 9uL
ADN 2uL
TOTAL 25ul

Condiciones utilizadas en el termociclador para la PCR Primaria:
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ETAPA TEMPERATURA TIEMPO
Iniciacién 94°C 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Alineamiento 65°C 30 segundos 36 ciclos
Extension 72°C 1 minuto
Elongacion final 72°C 7 minutos
Conservacion 4°C Infinito

> PCR Secundaria

Después de concluir la PCR Primaria, el producto se utiliz6 como molde para realizar

una segunda amplificacién con cebadores que se posicionaron dentro de la primera

secuencia amplificada, con la finalidad de lograr una mayor sensibilidad vy

especificidad. En la PCR Secundaria se amplific6 un segmento formado por 384

nucledtidos, para lo cual se utilizaron los siguientes cebadores:

CEBADOR

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

B-Giardina Forward (F2) 5’-GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3’

B-Giardina Reverse (R2)

5’-CTCGACGAGCTTCGTGTT-3’

Mezcla de reaccion de la PCR Secundaria para cada muestra:

COMPONENTE CANTIDAD
B-Giardina Forward (F2) (0.25 uM) 1.3 uL
B-Giardina Reverse (R2) (0.25 uM) 1.3 uL

Mezcla Maestra Verde (Promega, USA) 25ul
Agua libre de ADNasas 18.4 uL

ADN 4 uL

TOTAL 50 uL

Condiciones utilizadas en el termociclador para la PCR Secundaria:

ETAPA TEMPERATURA TIEMPO
Iniciacién 94°C 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Alineamiento 65°C 30 segundos 36 ciclos
Extension 72°C 1 minuto
Elongacion final 72°C 7 minutos
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Conservacion 4°C Infinito

3.4. ANALISIS DE INFORMACION

La evaluacién de G. duodenalis como factor de riesgo para la presentacion de
diarrea neonatal en alpacas se determiné mediante el cdlculo de estimacién del riesgo
(chance). Para lo cual se utilizé el andlisis de regresion logistica multiple para caso-
control, empledndo el programa estadistico STATA v. 15.0. Se determino la chance de
diarrea en crias de alpaca con y sin G. duodenalis ajustado a las variables sexo, raza y
procedencia geografica. La edad no fue considerada una variable debido a la falta de
informacion en los registros. La totalidad de los resultados fueron interpretados con un

intervalo de confianza del 95%.
3.5. CONSIDERACIONES ETICAS

La manipulacion de los animales y la colecta de las muestras fecales se realizaron
por personal orientado y capacitado profesionalmente (equipo de investigacion,
incluyendo al tesista, y trabajadores de la explotacion alpaquera). El presente trabajo
contd con la aprobacién, bajo constancia N°020-04-19, del Comité Institucional de Etica
para el Uso de Animales (CIEA) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH)
(Anexo 2).
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IV. RESULTADOS

Se analiz6 un total de 266 muestras fecales de crias de alpaca menores de dos
meses de edad. La distribucion de los individuos en relacion al sexo demostré que de la
totalidad de muestras colectadas, 128 (48.1%) eran machos y 138 (51.9%) hembras.
Respecto a la consistencia de las heces, se determiné que 69 (53.9%) hembras y 64

(46.4%) machos presentaron heces diarreicas (Cuadro 3).

La distribucion de las crias en relacién a la raza precisé que 186 (69.9%) muestras
fecales correspondieron a la raza huacaya y 80 (30.1%) a la raza suri. Se observé que 100
(53.8%) individuos de la raza huacaya y 33 (41.3%) de la raza suri padecieron heces

diarreicas (Cuadro 3).

Se recolectaron 79 (29.7%) muestras de Machu Kuma, 70 (26.3%) de Paqchapata,
12 (4.5%) de Quenamari, 17 (6.4%) de Quero Tauca, 61 (22.9%) de Sillacunca y 27
(10.2%) de Tumuyo. La distribucion de las crias de cada localidad muestreada y su
relacién con heces diarreicas identificé el mayor ndmero y porcentaje en la localidad de
Machu Kuma con 53 (67.1%) muestras, seguido por Paqchapata y Sillacunca con 43
(61.4%) y 36 (59.0%) individuos, respectivamente (Cuadro 3).

Utilizando la técnica molecular de la reacion en cadena de la polimerasa anidada
(PCR anidada) se determiné que, de la totalidad de individuos en estudio, 97 (36.5%)
muestras fueron positivas a Giardia duodenalis, mientras que 169 (63.5%) muestras
resultaron negativas a la prueba (Figura 11). En relacion a los animales positivos a la
infeccidn, 63 (65.0%) individuos evidenciaron heces diarreicas y los 34 (35.0%) restantes

mostraron heces normales (Cuadro 3).
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La prueba de chi cuadrado demostr6 la asociacién entre el desarrollo de diarreas y la

infeccion en crias de alpaca. De la misma manera, se observé una asociacion entre las

diarreas y la localidad de procedencia.

Cuadro 3. Caracteristicas de la poblacidn en estudio y andlisis bivariado

CASOS (n=133) CONTROLES (n=133)

VARIABLES N (%) *
n (%) n (%)
SEXO 0.220
Hembra 128 (48.1) 69 (53.9) 59 (46.1)
Macho 138 (51.9) 64 (46.4) 74 (53.6)
RAZA 0.061
Huacaya 186 (69.9) 100 (53.8) 86 (46.2)
Suri 80 (30.1) 33 (41.3) 47 (58.7)
LOCALIDAD <0.001
Machu Kuma 79 (29.7) 53 (67.1) 26 (32.9)
Paqchapata 70 (26.3) 43 (61.4) 27 (38.6)
Quenamari 12 (4.5) 0(0.0) 12 (100.0)
Quero Tauca 17 (6.4) 1(5.9) 16 (94.1)
Sillacunca 61 (22.9) 36 (59.0) 25 (41.0)
Tumuyo 27 (10.2) 0(0.0) 27 (100.0)
Giardia duodenalis <0.001
Positivo 97 (36.5) 63 (65.0) 34 (35.0)
Negativo 169 (63.5) 70 (41.4) 99 (58.6)

*Prueba de chi cuadrado.

N: nimero total de animales.

1 234 5 67 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1920 21 2223 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 1- 2= +

Figura 11. Diagnéstico especifico de Giardia duodenalis a través de PCR anidada
basado en el gen beta-giardina (B-giardina). Las muestras positivas evidencian una

banda intensa de aproximadamente 384 nucleétidos
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La distribucién de las muestras positivas a G. duodenalis, de acuerdo a la
consistencia de las heces, sexo, raza y localidad, se precisa en el Cuadro 4. Por medio del
andlisis de regresion logistica multiple, se precisé la chance para asociar determinadas
variables con el desarrollo de diarreas en crias de alpaca. Se determiné que la chance de
desarrollar diarreas en las crias de alpaca positivas a G. duodenalis es 3.85 veces la chance
de desarrollar diarreas en las crias negativas a G. duodenalis, ajustado por sexo, raza y
localidad de procedencia (IC 95%: 1.97 — 7.55; p=<0.001). En relacion a la localidad de
procedencia, se observd que las crias de la localidad de Machu Kuma (localidad de
referencia) presentaron un mayor riesgo de desarrollar diarreas en comparacion con las
de Quero Tauca (OR=0.03; p=0.001) (Cuadro 5).

Cuadro 4. Muestras positivas a Giardia duodenalis segin la consistencia de las heces,
sexo, raza y localidad.

POSITIVO NEGATIVO

n (%) n (%) N (%)

HECES
Diarreica 63 (47.4) 70 (52.6) 133 (100)
Normal 34 (25.6) 99 (74.4) 133 (100)

SEXO
Hembra 44 (34.3) 84 (65.7) 128 (100)
Macho 53 (38.4) 85 (61.6) 138 (100)

RAZA
Huacaya 55 (29.6) 131 (70.4) 186 (100)
Suri 42 (52.5) 38 (47.5) 80 (100)

LOCALIDAD

Machu Kuma 31 (39.2) 48 (60.8) 79 (100)
Paqgchapata 16 (22.9) 54 (77.1) 70 (100)
Quenamari 1(8.3) 11 (91.7) 12 (100)
Quero Tauca 4 (23.6) 13 (76.4) 17 (100)
Sillacunca 32 (52.4) 29 (47.6) 61 (100)
Tumuyo 13 (48.1) 14 (51.9) 27 (100)

N: namero total de animales.

Asimismo, a través del andlisis de regresion logistica mdltiple, se concluy6 que la
chance de presentar G. duodenalis en las crias con diarreas es 3.79 veces la chance de
presentar G. duodenalis en la crias con heces normales, ajustado por sexo, raza y localidad
de procedencia (IC 95%: 1.94 —7.37; p=<0.001). Respecto a la localidad de procedencia,

se evidenci6 que las crias de Machu Kuma (localidad de referencia) presentaron un mayor
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riesgo de presentar G. duodenalis en relacion con las de Pagchapata (OR=0.46, p=0.043)
(Cuadro 6).

Cuadro 5. Factores independientemente asociados a la presentacion de diarrea en andlisis
de regresion logistica multiple

ANALISIS MULTIPLE
VARIABLES OR 1C95% -

Giardia duodenalis

Negativo Ref.

Positivo 3.85 1.97 -7.55 <0.001
SEXO

Hembra Ref.

Macho 1.01 0.56 - 1.80 0.891
RAZA

Huacaya Ref.

Suri 0.53 0.08 - 3.49 0.513
LOCALIDAD

Machu Kuma Ref.

Paqchapata 0.94 0.47-1.90 0.874

Quenamari 1 - -

Quero Tauca 0.03 0.00 - 0.27 0.001

Sillacunca 1 0.16 - 6.42 0.996

Tumuyo 1 - -

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza; Ref.: referencia
* Ajustado por sexo, raza y localidad de procedencia.

54



Cuadro 6. Factores independientemente asociados a la presentacion de Giardia

duodenalis en andlisis de regresion logistica multiple

ANALISIS MULTIPLE
VARIABLES OR IC95% e

HECES

Normal Ref.

Diarreica 3.79 1.94 -7.37 <0.001
SEXO

Hembra Ref.

Macho 1.22 0.71-2.12 0.475
RAZA

Huacaya Ref.

Suri 1.99 0.55-7.20 0.293
LOCALIDAD

Machu Kuma Ref.

Paqchapata 0.46 0.22-0.97 0.043

Quenamari 0.35 0.04 - 3.07 0.346

Quero Tauca 0.97 0.26 - 3.69 0.969

Sillacunca 1.07 0.27 - 4.25 0.924

Tumuyo 2.00 0.46 - 8.71 0.356

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza; Ref.: referencia
* Ajustado por sexo, raza y localidad de procedencia.
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V. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion es el primero en evaluar la asociacion
estadistica de la presencia de Giardia duodenalis con la presentacion de cuadros
diarreicos en crias de alpaca en regiones altoandinas del Pera. El andlisis estadistico de
regresion logistica multiple para estudios epidemiolégicos caso-control determiné que la
chance de desarrollar diarreas en las crias de alpaca positivas a G. duodenalis es 3.85
veces las chance de desarrollar diarreas en las crias negativas a G. duodenalis. Estos
resultados se complementan con hallazgos clinicos reportados en estudios previos que
resaltan la potencial asociacion de Giardia y otros patdgenos infecciosos
(Criptosporidium spp., coccideas, helmintos, rotavirus y coronavirus) con la presencia de
diarreas en crias lactantes de alpaca y llama (Cebra et al., 2003; Whitehead y Anderson,
2006). Por su parte, Gomez-Couso et al. (2012) y Gomez-Puerta et al. (2014) no lograron
determinar una asociacién entre la infeccidon por Giardia y las diarreas en alpacas
neonatas. No obstante, es necesario recalcar que ambas investigaciones, mencionadas
anteriormente, no se disefiaron bajo el criterio para determinar dicha asociacion, por esta

razon, no es posible extrapolar estos resultados a la poblacién.

Estudios realizados en otras especies de abasto también han demostrado la
asociacion de la giardiasis con la presentacion de diarreas. Un estudio en una zona
agroecoldgica de Ghana realizado en ganado ovino, caprino y bovino, indicé la asociaciéon
significativa entre individuos con diarreas y la presencia de G. duodenalis (Squire y Ryan,
2017). De la misma manera, un trabajo llevado a cabo en terneros Holstein de una granja
lechera, demostré que Giardia se asociod con el desarrollo de diarreas, las cuales podrian

volverse crénicas (O'Handley et al., 1999). Sin embargo, la variabilidad de las
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manifestaciones clinicas y el curso autolimitante de la infeccion, hacen sospechar sobre

la verdadera importancia sanitaria de la giardiasis en el ganado.

Una investigacion realizada en un establecimiento lechero demostré que la
infeccién por G. duodenalis no se asocié con diarreas en terneros (Huetink et al., 2001).
De igual modo, Xiao et al. (1994b) no lograron determinar si la diarrea que padecian unos
corderos era desencadenada por la presencia del protozoario. Una explicacion plausible
para las conclusiones de ambos estudios podria ser el disefio del estudio y la intervencién
de otros enteropatdogenos. Todos estos estudios que no encontraron asociacién entre
Giardia y las diarreas podrian tener una posible explicacion en la presencia de otros
enteropatdgenos, el estado inmunolégico del hospedador durante la exposicion, el sistema
de explotaciéon donde se realizé el estudio o la temporada del afio. Por otra parte,
investigaciones realizadas sobre la giardiasis en humanos revela resultados
contradictorios. Por un lado, diversos estudios seflalan un OR combinado de 0.60, lo cual
propone que la infeccién por Giardia reduce la posibilidad de padecer diarrea en nifios
de paises en vias de desarrollo (Meng et al., 2011; Muhsen y Levine, 2012). Por el
contrario, otras investigaciones indican un OR combinado de 3.18, lo que sugiere que la
presencia del protozoario aumenta significativamente la probabilidad de desarrollar

diarreas (Bhandari et al., 1999; Muhsen y Levine, 2012).

En este estudio, s6lo el 36.5% (97/266) de animales se encontré infectado por G.
duodenalis, valor que se encuentra entre los obtenidos en estudios previos realizados en
las mismas regiones geograficas. Tanto el trabajo de Gdmez-Couso et al. (2012) como el
de Gémez-Puerta et al. (2014) determinaron que el 50.7 % (105/207) y el 30.3% (20/66)
de crias de alpaca fueron positivas molecularmente a G. duodenalis, respectivamente. Al
parecer, la giardiasis es una infeccion frecuente en alpacas. Esto es respaldado, no sélo
por trabajos ejecutados en territorio peruano, sino por investigaciones de otros paises. Tal
es el caso del estudio en la Universidad Estatal de Ohio, donde se demostré que el 32.8%
de las crias menores de cuatro meses resultaron positivas a la infeccion (Whitehead y
Anderson, 2006). Por su parte, el trabajo de Cebra et al. (2003), en Oregon, identificé a
Giardia como el enteropatégeno involucrado en el 18.0% de los casos de diarrea en
alpacas menores de siete meses. Ademds, se establecié molecularmente que el 7.4% de

granjas en Australia reportaron casos de giardiasis (Koehler ez al., 2018).
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El trabajo se llevé a cabo en los departamentos de Cusco y Puno, donde la altitud
oscila entre los 3800 a 5000 metros sobre el nivel del mar. Cusco presenta una topografia
montafiosa, mientras que Puno se caracteriza por ser una meseta montafiosa (Gémez-
Puerta et al., 2020). En la presente investigacion, la prueba de chi cuadrado demostré la
asociacion entre el desarrollo de diarreas y la localidad de procedencia (p<0.001). Las
localidades de Machu Kuma, Paqchapata y Sillacunca registraron el mayor nimero de
casos de diarreas en relacion a las localidades de Quenamari, Quero Tauca y Tumuyo
(Cuadro 3). Una explicacion plausible para la asociacion entre diarreas y localidad de
procedencia podria encontrase en el manejo y hédbitos de crianza observados en las
explotaciones alpaqueras (Goémez-Puerta et al., 2020). Ademads, es necesario considerar
que la época lluviosa coincidente con la temporada de paricidon ocasionan la acumulaciéon
de agua en el terreno llano y el incremento del nimero de crias dentro de los corrales,
respectivamente (Quiso, 2014; Gémez-Puerta et al., 2020). En las localidades de Machu
Kuma, Paqchapata y Sillacunca se observé que los corrales, ubicados en terreno llano,
presentaban una elevada concentracion de animales y el estancamiento de agua y barro.
Ambos factores contribuyen en una mayor contaminacién ambiental y en la transmisién
de microorganismos causantes de diarreas (Kistemann et al., 2002; Cebra et al., 2003).
En contraste, las localidades de Quero Tauca, Quenamari y Sillacunca presentaron una
adecuada gestién en la explotaciéon alpaquera y un mejor aprovechamiento de las
caracteristicas geograficas del lugar. En dichas localidades se observd que los ganaderos
utilizan las pendientes de las montafas para instalar los corrales de los animales. Por lo
tanto, no se produce el estancamiento de agua y barro durante la temporada lluviosa vy,
consecuentemente, se reduce la transmision de patdgenos. Ademds, la densidad de

individuos dentro de los corrales era la adecuada.

Paralelamente, en las localidades bajo estudio se observé una posible asociacion
de la crianza mixta de ganado con la presentacién de diarreas en crias de alpaca. Las
caracteristicas de la ganaderia andina, especialmente en las explotaciones alpaqueras,
muestran que el rebaflo campesino es de composicién mixta: alpacas, llamas, ovinos; y
en algunas zonas se complementan con vacunos (Instituto Nacional de Innovacion
Agraria, 1996; Quiso, 2014). Como se sabe, diversos estudios han demostrado la
ocurrencia de G. duodenalis en ovinos y bovinos (Aloisio et al., 2006; Feng y Xiao, 2011;
Bartley et al., 2019). Incluso, algunos trabajos han sefialado elevadas prevalencias en

dichas especies. Por ejemplo, el trabajo realizado por Ryan et al. (2005) en Australia

58



Occidental revel6 que Giardia se detectd en el 44.0% de ovinos muestreados. Igualmente,
Feng et al. (2019) detectaron la ocurrencia de Giardia en el 74.2% de terneros lecheros
predestetados de Guangdong, China. Estos resultados indicarfan la potencial transmisién
cruzada de ensamblajes entre las diferentes especies de ganado, y por ende, la transmision
hacia las crias de alpaca. Asimismo, los estudios de Goémez-Couso et al. (2012) y Gémez-
Puerta et al. (2014) sobre G. duodenalis en crias de alpaca del altiplano peruano, sefialan
la presencia del ensamblaje A enun 27.1% y 26.2%, respectivamente. Como es conocido,
los estudios moleculares han revelado que el ensamblaje A es prevalente en humanos
(Lee et al., 2016), lo que indicaria la posible transmision entre humanos y crias de alpaca.
Dicho enunciado es reforzado por estudios sobre Giardia llevados a cabo en nifios de
Cusco, donde se indicaron prevalencias del 27.5% y 27.8% (Cabada et al., 2014; 2015).
Ademads, los ensamblajes E y A se han reportado en perros (Heyworth, 2016; Ryan y
Zahedi, 2019). Por lo tanto, es posible que estos animales, encargados de resguardar al

ganado, intervengan en la transmision de G. duodenalis hacia las alpacas.

Como se indicé anteriormente, los resultados demostraron la asociacion entre la
presencia de G. duodenalis y las diarreas en crias de alpacas. Sin embargo, también se
identificaron infecciones en el 25.5% (34/133) de individuos aparentemente sanos. Este
hallazgo se posiciona entre los resultados de estudios anteriores. Tanto el trabajo de
Gomez-Couso et al. (2012) como el de Gomez-Puerta (2013) determinaron que el 45.7%
(84/184) y el 33.3% (32/96) de crias aparentemente sanas resultaron positivas a Giardia,
respectivamente. Desde un punto de vista epidemioldgico, es posible que la relevancia de
los individuos aparentemente sanos radique en su comportamiento asintomatico, lo cual
contribuye en la difusidn de la enfermedad hacia las crias recién nacidas. Se ha observado
que la excrecion de quistes puede prolongarse més all4 del término del periodo de diarreas
y realizarse de forma intermitente (Cordero del Campillo et al., 2001; Gémez-Couso et
al., 2012). Por otro lado, y en relacién al control del pardsito, la ausencia de
manifestaciones clinicas en individuos infectados es inadvertida por los Médicos
Veterinarios y operarios, por lo tanto, no es posible realizar un correcto y completo

manejo de la giardiasis.

La deteccion de G. duodenalis se realiz6 a través de la reaccion en cadena de la
polimerasa anidada (PCR anidada), para lo cual se utiliz6 como marcador molecular una

region del gen beta-giardina (B-giardina). El gen B-giardina ha proporcionado buenos
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resultados y ya se ha aplicado en estudios relacionados a ganado (Caccio y Sprong, 2010;
Lichtmannsperger et al., 2019). En diversos trabajos se ha reportado que la PCR muestra
una mayor sensibilidad que la microscopia o inmunodiagndstico, y que debe ser utilizado
como técnica diagnéstica de primera linea (Soares y Tasca, 2016). Por su parte, Gotfred-
Rasmussen et al. (2015) no encontraron una diferencia estadisticamente significativa
entre los resultados obtenidos por PCR e inmunofluorescencia (IFA). La IFA ha
demostrado ser una importante herramienta altamente sensible y especifica para la
deteccion de Giardia en animales de compafiia y terneros (Geurden et al., 2004;
Rimhanen-Finne et al., 2007), incluso es considerada como la mejor opcién para el
diagndstico clinico de la giardiasis (Geurden et al., 2010a). Sin embargo, la PCR
representa la mejor opcion para la identificacion de especies y ensamblajes de Giardia en

estudios taxondmicos y epidemioldgicos (Gomez-Puerta, 2013)

Los resultados del trabajo de investigacion demostraron la presencia de G.
duodenalis en crias de alpaca al igual que su asociacién con el desarrollo de diarreas.
Ademads, las caracteristicas geogréficas, las medidas de gestioén y la crianza mixta de
ganado observados en las explotaciones alpaqueras podrian favorecer la transmision
cruzada de ensamblajes de G. duodenalis hacia las crias. Sin embargo, ain no se ha
determinado las vias de transmision hacia las crias, los reservorios del parésito en las
regiones altoandinas y el grado de participacion de las llamas en la giardiasis.
Precisamente, la importancia de esta especie de camélido sudamericano radica en que
comparte zonas de pastoreo con las alpacas, y ademas, la falta de estudios en su hébitat
natural no permite una correcta y completa compresion de la dindmica de transmision de
la enfermedad. Frente a este contexto, serd necesario realizar futuros estudios
epidemioldgicos moleculares que permitan identificar los ensamblajes en las crias de
alpaca y comprender la situacion actual de la giardiasis en la regiones de Cusco y Puno.
Finalmente, y en base a los resultados, se deberia considerar a G. duodenalis como un
agente causal del complejo entérico neonatal de alpacas andinas y, por lo tanto, realizar

un programa sanitario para la prevencién y control de este enteropatdgeno.
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VI. CONCLUSIONES

El anélisis estadistico demostré que la chance de desarrollar diarreas en las crias de alpaca
positivas a Giardia duodenalis es 3.85 veces las chance de desarrollar diarreas en las crias
negativas a G. duodenalis., ajustado por sexo, raza y localidad de procedencia (IC 95%:

1.97 —7.55; p=<0.001).

La prueba de chi cuadrado demostré la asociacion entre el desarrollo de diarreas y la

localidad de procedencia (p<0.001).
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Anexo 1. Manual del kit de extraccion de ADN “Kit FastDNA SPIN ® Kit for Soil” (MP

Biomedicals, USA)

FastDNA® SPIN Kit for Soil

Rapid Isolation of PCR-Ready Genomic DNA
from Soil Samples Using the FastPrep® System

50 Preps

Storage:
Ambient temperature (15 — 30°C)

Catalog # 6560-200

Revision # 6560-200-07DEC
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1. Introduction to the FastDNA® SPIN Kit for Soil and
the FastPrep® Instruments

The FastDNA® SPIN Kit for Soil quickly and efficiently isolates PCR-ready genomic DNA
directly from soil samples in less than 30 minutes. Designed for use with the FastPrep®
Instruments from MP Biomedicals, plant and animal fissues, bactena, algae, fungi spores
and other members of a soil population are easily lysed within 40 seconds. These benchtop
devices use a unique, optimized motion to homogenize samples by multidirectional,
simultaneous impaction with lysing matrix particles. FastPrep® Instruments provide
an extremely quick, efficient and highly reproducible homogenization that surpasses
traditional extraction methods using enzymatic digestion, sonication, blending, douncing
and vortexing. Samples are placed into 2.0 ml tubes containing Lysing Matrix E, a mixture
of ceramic and silica particles designed to efiiciently lyse all soil organisms including
historically difficult sources such as eubacierial spores and endospores, gram positive
bactena, yeast, algae, nematodes and fungi. Homogenization in the FastPrep® Instrument
with Lysing Matrix E takes place in the presence of MT Buffer and Sodium Phosphate
Buffer, reagents carefully developed fo protect and solubilize nucleic acids and proteins
upon cell lysis. These reagents work together to allow extraction of genomic DNA with
minimal RNA contamination.

Following lysis, samples are centrifuged to pellet soil, cell debris and lysing matrix. DNA
is purified from the supernatant with a silica-based GENECLEAN® procedure using SPIN
filters. Eluted DNA is ready for PCR, restriction digest, electrophoresis and any other
desired application.

2. Kit Components and User Supplied Materials
2.1 FastDNA® SPIN Kit for Soil Components

Lysing Matrix E 50x 2.0 ml fubes

Sodium Phosphate Buffer 60 ml

MT Buffer 8 ml

PPS Solution 25 ml

Binding Matrix 66 ml

SPIN Modules 50 each

Catch Tubes 50 each

Concentrated SEWS-M 12 ml

DES 20ml

BBS Gel Loading Dye 200 pl

User manual 1 each

MSDS 1 each

Certificate of Analysis 1 each
www.mpbio.com 5
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2.2 User Supplied Materials

FastPrep® Instrument (see Section 9)
Microcentrifuge that can freely spin 2.0 ml tubes
Microcentrifuge tubes (2.0 ml and 1.5 ml)

Clean 15 mi tubes for DNA binding

Rotator or low-speed voriex

3. Important Considerations Before Use
3.1 Preparation of SEWS-M Wash Solution

The FastDNA® SPIN Kit for Soil contains a botle with 12 ml of Concentrated
SEWS-M Wash Solution. Before using this solution, add 100 ml of 100% ethanol and mark
on the bottle label the date ethanol was added. Ensure that the bottle is securely closed to
prevent evaporation, mix and store at room temperature,

3.2 Sample Lysis with the FastPrep® Instrument

The fill volume in the lysing matrix tube after the addition of the Sodium Phosphate and
MT Buffers to the sample should allow sufficient air space in the sample tube for efficient
FastPrep® Instrument processing. MP Biomedicals recommends using 500 mg of starting
maternial as long as there is between 250 — 500 pl of empty space in the tube. Sample loss
or tube failure may result from overfilling the matrix tube. The matrix tube caps must be
secure, but not over-tightened, to prevent sample leakage. If the sample is too large for
processing in a single tube, divide the sample and process using multiple tubes.

MP Biomedicals’ Lysing Matrix particles and tubes have been rigorously tested and
validated in the FastPrep® Instrument. The use of other products with the FastPrep®
Instrument is not recommended and may result in sample loss or instrument failure.

A single 40 second run at a speed setting of 6.0 in the FastPrep® Instrument is sufficient to
lyse almost all samples. If the user experimentally determines that additional processing
time is required, the sample should be incubated on ice in the Lysing Matrix E tube for at
least 2 minutes between successive FastPrep® Instrument homogenizations to prevent
overheating the sample and tube.

4. Safety Precautions

Binding Matrix contains components that, when in contact with human tissue, may cause
irritation. Wear personal protective equipment to prevent contact with the skin or mucus
membranes (gloves, lab coat, and eye protection). Consult the enclosed Material Safety
Data Sheet for additional details.

6 www.mpbio.com
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5. Protocol

1. Add up to 500 mg of soil sample to a Lysing Matrix E tube.
NOTE: See section 3.2 for important guidelines.

2. Add 978 pl Sodium Phosphate Buffer to sample in Lysing Matrix E tube.
3. Add 122 pl MT Buffer.
4. Homogenize in the FastPrep® Instrument for 40 seconds at a speed setting of 6.0.

5. Centrifuge at 14,000 x g for 5-10 minutes to pellet debris.

NOTE: Extending centrifugation to 15 minutes can enhance elimination of excessive
debris from large samples, or from cells with complex cell walls.

6. Transfer supernatant o a clean 2.0 mi microcentrifuge tube. Add 250 pl PPS
(Protein Precipitation Solution) and mix by shaking the tube by hand 10 times.

7. Centrifuge at 14,000 x g for 5 minutes to pellet precipitate. Transfer supernatant to a
clean 15 ml tube. NOTE: While a 2.0 ml microcentrifuge tube may be used at this step,
better mixing and DNA binding will occur in a larger tube.

8. Resuspend Binding Matrix suspension and add 1.0 ml to supernatant in 15 mi tube.

9. Place on rotator or invert by hand for 2 minutes to allow binding of DNA. Place tube in
a rack for 3 minutes to allow settling of silica matrix.

10. Remove and discard 500 pl of supernatant being careful to avoid settled Binding
Matrix.

11.Resuspend Binding Matrix in the remaining amount of supernatant. Transfer
approximately 600 pl of the mixture to a SPIN™ Filter and centrifuge at 14,000 x g for
1 minute. Empty the catch tube and add the remaining mixture to the SPIN™ Filter and
centrifuge as before. Empty the catch tube again.

12. Add 500 pl prepared SEWS-M and gently resuspend the pellet using the force of the
liquid from the pipet tip.
NOTE: Ensure that ethanol has been added to the Concentrated SEWS-M.
See section 3.1.

|
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13. Centrifuge at 14,000 x g for 1 minute. Empty the caich tube and replace.

14. Without any addition of liquid, centrifuge a second time at 14,000 x g for 2 minutes to
“dry” the matrix of residual wash solution. Discard the catch tube and replace with a
new, clean catch tube.

15. Air dry the SPIN™ Filter for 5 minutes at room temperature.

16. Gently resuspend Binding Matrix (above the SPIN fiter) in 50-100 pl of DES (DNase/
Pyrogen-Free Water).
NOTE: To avoid over-dilution of the purified DNA, use the smallest amount of DES
required to resuspend Binding Matrix pellet.
NOTE: Yields may be increased by incubation for 5 minutes at 55°C in a heat block or
water bath.

17. Centrifuge at 14,000 x g for 1 minute to bring eluted DNA into the clean caich tube.
Discard the SPIN filter. DNA is now ready for PCR and other downsiream applications.
Store at -20°C for extended periods or 4°C until use.

6. Example Data: DNA Isolation from various Soil Samples
and Gel Electrophoresis

DNA from various soil samples exiracted with the FastDNA® SPIN Kit for Soil.

20% of the DNA isolated from 500mg soil was loaded on a 1.2% agarose gel (0.5X TAE).
Soil was taken from:

Lane 1: tomato pot; Lane 2: sludge;

Lane 3: sandy soil: Lane 4: under pine free;

Lane 5: under palm tree; Lane 6: green garden;

Lane 7: Nile Lilly pot; Lane 8: lawn grass;

Lane 9: citrus tree; Lane 10: avocado tree. DNA ranges from 4-20 Kb.

|
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7. Recommended Reference Format for Publications

DNA was isolated from (specific sample) using the FastDNA® SPIN Kit for Soil and the
FastPrep® Instrument (MP Biomedicals, Santa Ana,CA).

8. References

Sail -
Jacob Balum et al. (2006). Appl. Envir. Microbiol., Vol 72: 1476 - 1486.

Sediment -
Tracy J. Mincer et al. (2005). Appl. Envir. Microbiol., Vol 71: 7019 - 7028.

Snow samples -
Takahiro Segawa et al. (2005). Appl. Envir. Microbiol., Vol 71: 123 - 130.

Feces -
Alice Layton et al. (2006). Appl. Envir. Microbiol., Vol 72: 4214 - 4224

Sediments and Soil -
Francis C.A. et al. (2005). PNAS. Vol 102: 14683 - 14688

Soil -
Akira Ando et al. (2005). Appl. Envir. Microbiol., Vol. 71: 7075-7082

www.mpbio.com 9
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9. Related Products

Description Size Catalog #
FastPrep® 24 Instrument 100-230V 6002-500
FastPrep® FP100A Instrument 100V 6001-100
FastPrep® FP120A Instrument 120V 6001-120
FastPrep® FP220A Instrument 220V 6001-220
FastDNA® Kit 100 preps 6540-400
FastDNA® SPIN Kit 100 preps 6540-600
FastRNA® Pro Soil-Direct Kit 50 preps 6070-050
FastRNA® Pro Soil-Indirect Kit 50 Preps 6075-050
FastRNA® Pro Red Kit (Yeast & Fungus) 50 preps 6035-050
FastBNA® Pro Green Kit (Plant & Animal) 50 preps 6045-050
FastRNA® Pro Blue Kit (Bacteria) 50 preps 6025-050
FastProtein™ Blue Matrix 50 preps 6550-400
FastProtein™ Red Matrix 50 preps 6550-600
Lysing Matrix E 50 x 2ml tubes | 6914-050
Lysing Matrix E 100 x 2 ml tubes | 6914-100
Lysing Matrix E 500 x 2 mi tubes | 6914-500
10 www.mpbio.com
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10. Product Use Limitation & Warranty

Unless otherwise indicated, this product is for research use only. Purchase of
MP Biomedicals products does not grant nghts to reproduce, modify, or repackage the
products or any denvative thereof to third parties. MP Biomedicals makes no warranty
of any kind, expressed or implied, including merchantability or fitness for any particular
purpose, except that the products sold will meet our specifications at the time of delivery.
Buyer's exclusive remedy and the sole liability of MP Biomedicals hereunder shall be
limited to, at our discretion, no replacement or compensation, product credits, refund of
the purchase price of, or the replacement of materials that do not meet our specification.
By acceptance of the product, Buyer indemnifies and holds MP Biomedicals harmless
against, and assumes all liability for, the consequence of its use or misuse by the Buyer,
its employees or others, including, but not limited to, the cost of handling. Said refund
or replacement is conditioned on Buyer notifying MP Biomedicals, Inc. within thirty (30)
days of receipt of product. Failure of Buyer to give said notice within thirty (30) days shall
constitute a waiver by the Buyer of all claims hereunder with respect to said material(s).

FastDNA®, FastRNA®, FastPrep® and BIO 101® Systems are registered trademarks of
MP Biomedicals, LLC.

www.mpbio.com 11
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Anexo 2. Aprobacién del Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales (CIEA)
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH)

UNIVERSIDAD PERUANA

i CAYETANO HEREDIA

RYSE

&

CONSTANCIA ©20- 04-19

El Presidente del Comité Institucional de Etica para el uso de Animales (CIEA) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia hace constar que el proyecto de investigacion sefialado a continuacion fue APROBADO
por el Comité de Etica, bajo la categoria de revision EXPEDITA. La aprobacién seré ratificada en la sesion
del comité més proxima a la fecha de emision de este documento.

Titulo del Proyecto : “prevalencia de Cryptosporidium spp. Y factores de riesgo asociados
en alpacas neonatas del altiplano del Perd”.

Cadigo de inscripcion 1103637
Investigadores : Vargas Calla, Ana Miluska
La aprobaci6n incluyé los documentos finales descritos a continuacion:

1. Protocolo de investigacién, version recibida en fecha 23 de enero del 2019.
2. Consentimiento informado, version 1.0 de fecha 24 de enero del 2019

La APROBACION considera el cumplimiento de los estandares de la Universidad, los lineamientos
Cientificos y éticos, el balance riesgo/beneficio, la calificacion del equipo investigador y la Confidencialidad
de los datos, entre otros.

Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad debera ser reportada de acuerdo a los plazos y normas
establecidas, El investigador reportaré cada seis meses el progreso del estudio y alcanzard un informe al
término de éste. La aprobacion tiene vigencia desde la emision del presente documento hasta el 16 de
marzo del 2020. Si aplica, los tramites para su renovacién deberan iniciarse por lo menos 30 dias previos a
su vencimiento.

Lima, 17 de marzo del 2019.
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i Presidente

| Comité Instirucional de Ertica para ¢l Uso de Animales

Av, Honorio Delgado 430, SMP @
(511) 319-0000 anexo 201352 &
duictf@oficinas-upch.pe
www.cayetano.edu.pe @

DIRECCIDN‘UNIVERSITARIA DE INVESTIGACION, CIENCIA Y
TECNOLOGIA (DUICT]
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