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Sintesis

SINTESIS

Giardia lamblia representa uno de los parasitos intestinales mas frecuentes en nuestro pais,
asociado principalmente con infecciones en nifios. Se realizd un estudio de corte transversal
en el periodo 2010-2013, con el objetivo de describir la infeccion de G. lamblia, en ninos de
La Habana y del municipio Fomento, y relacionar los resultados de la caracterizacion
molecular de este protozoo intestinal mediante dos marcadores genéticos con variables
clinicas recogidas en encuestas epidemioldgicas. La infeccion por G. lamblia fue muy
frecuente en los nifios estudiados, con un riesgo incrementado en aquellos que tomaban agua
no hervida y con tenencia de perros en el hogar. Los marcadores genéticos triosafosfato
isomerasa (fpi) y las secuencias intergénicas del ADNr (IGS-ADNr) mostraron resultados
idénticos de concordancia en la clasificacion de los ensambles genéticos de G. lamblia y un
mejor porcentaje de tipificacion de las muestras de heces estudiadas. La identificacion del
ensamble B y de los sub ensambles All y BIII de G. lamblia fue predominante en los nifios
infectados por este protozoo intestinal, en comparacion con el ensamble A y mixto A+B y los
sub ensambles Al y BIV. En los nifios solo infectados con G. lamblia la infeccién por el
ensamble genético B de G. lamblia estuvo asociado significativamente con diarrea o dolor

abdominal o flatulencia, especialmente en nifios menores de 5 afios de edad.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION
1.1 Introduccion

La giardiosis es una infeccion de etiologia parasitaria causada por el protozoo flagelado Giardia
lamblia (sinonimia de G. duodenalis y G. intestinalis), que afecta al ser humano y a una amplia
variedad de mamiferos (Huang y White, 2006; Feng y Xiao, 2011; Wegayehu et al., 2017). Este
parasito intestinal es uno de los mas comunes que infecta al humano a nivel mundial,
principalmente en areas tropicales y subtropicales (Feng y Xiao, 2011; Asher et al., 2014,
Boughattas et al., 2017; Zylberberg et al., 2017). De hecho, se reportan anualmente mas de 200
millones de casos sintomaticos en Africa, Asia y América Latina, y sumado a esto, cada afio se
registran 500 mil nuevos casos de infeccion por este flagelado patégeno (Julio et al., 2012;

Begaydarova et al., 2014; Jaran, 2017; Naguib et al., 2018).

Las cifras de prevalencia de esta parasitosis en paises desarrollados varian de 2 a 7%
(Prystajecky et al, 2014; Zylberberg et al., 2017), mientras que en los paises en vias de
desarrollo alcanzan hasta 40%, especialmente en areas donde las condiciones higiénico sanitarias
son inadecuadas, y coexisten problemas nutricionales y de infecciones recurrentes (Choy et al.,
2014; Jaran, 2017; Feleke et al., 2018). La emergencia de esta infeccion intestinal en estas
regiones del mundo, y principalmente su impacto negativo en la salud de los nifios constituy6 el
determinante para su inclusion en la iniciativa de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de
las enfermedades olvidadas (del inglés, WHO’s ‘Neglected Diseases Initiative’) (Savioli et al.,

2006).

Es por ello de suma importancia, el estudio clinico epidemiologico de G. lamblia en esta
poblacion, donde constituye una de las principales causas de enfermedad diarreica aguda,
especialmente en nifios lactantes y de 1 a 5 afos, en los cuales se asocia ademas, con
reinfecciones frecuentes (Plutzer et al., 2010; Kiani et al., 2016; Coulibaly et al., 2018). A pesar
de que este microorganismo se identificé hace mas de tres siglos por van Leeuwenhoek, no se
consider6 patogeno hasta 1978 (Lebbad er al., 2011). Desde inicios de este siglo, se ha
corroborado el efecto negativo de esta infeccion, principalmente en nifios, sobre el crecimiento y
las funciones cognitivas en este grupo etario, y la tendencia a causar brotes (Al-Mekhlafi et al.,

2013; Al-Shehri et al., 2016; Reses et al., 2018).


http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Plutzer%20J%22%5BAuthor%5D
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Desde el punto de vista clinico, la giardiosis cursa con un amplio espectro de manifestaciones
clinicas. Si bien en zonas endémicas, esta parasitosis presenta un comportamiento asintomatico
en mas de 80 % de la poblacion infectada, 20% restante puede desarrollar un cuadro que fluctua
desde trastornos digestivos ligeros hasta un sindrome diarreico crénico y de malabsorcion
intestinal (Haque et al., 2005; Keselman et al., 2016). Entre los factores descritos que guardan
relacion con esta heterogeneidad clinica se encuentran: el estado inmunolédgico y nutricional del
hospedero, la dosis infecciosa, la virulencia de las cepas e infecciones previas por este protozoo
(Homan y Mank, 2001). Desde hace mas de una década se postula que, ademds de los factores
que dependen del hospedero, el ensamble genético de Giardia puede contribuir al desarrollo de
los sintomas o a la severidad de la infeccion en el humano. Por ello, varias investigaciones se han
centrado, en los ultimos afios, en correlacionar la sintomatologia, principalmente en pacientes en
edad pediatrica, con el ensamble genético de G. lamblia (Caccid y Ryan, 2008; Ryan y Caccio,
2013; Hussein et al., 2017; Kasaei et al., 2018).

La primera clasificacion a nivel molecular de aislamientos de G. lamblia se realiz6 en 1985 por
un grupo de investigadores australianos que, a través de la técnica de Polimorfismo de Longitud
de Fragmentos de Restriccion (del inglés, RFLP), detectaron diferencias en antigenos de
superficie en los trofozoitos (Nash y Keister, 1985). Desde entonces y con la implementacion de
las nuevas herramientas de biologia molecular, en particular la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (del inglés, PCR), permitié clasificar a G. lamblia en ocho ensambles o grupos
genéticos, designados de la letra A a la H mediante la utilizacion de los genes que codifican para
la subunidad menor del ARN ribosomal (SSU-ARNrT), y para las enzimas [B-giardina (bg),
glutamato deshidrogenasa (gdh), y triosa fosfato isomerasa (¢pi) (Caccio y Ryan, 2008), (Ryan y
Caccio, 2013; Villalba-Vizcaino ef al., 2018).

Estudios previos basados en el andlisis enzimatico y secuenciacion del ADN de aislamientos de
Giardia adaptados al crecimiento in vitro mostraron que los ensambles genéticos A y B podian
ser subdivididos en 2 sub ensambles principales, los cuales han sido designados como Al y All,
y BIIl y BIV (Monis et al., 1999; (Asher et al., 2014; Skhal et al., 2017). Adicionalmente, un sub
ensamble AIII fue descrito, el cual es considerado estrictamente no zoonotico, debido a que se ha
identificado solamente en animales ungulados salvajes (Lalle et al., 2007; Wielinga y Thompson,

2007).
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Dado que los ensambles genéticos A y B se pueden encontrar en otros mamiferos, como gatos,
perros, ganado, roedores, primates, y otros animales salvajes (Thompson y Monis, 2012; Bouzid
et al., 2015; Gil et al., 2017), se les considera ensambles zoonoticos, dada la posible transmision
que puede establecerse entre estos grupos, principalmente los perros, al humano (Ryan y Caccio,
2013). Ya en 1979, la OMS habia incluido la giardiosis en la lista de las enfermedades que
podrian ser zoondticas al identificar, en Norteamérica, un brote por transmision hidrica a causa
de este protozoo presumiblemente asociado a animales salvajes, especificamente castores

(Thompson y Monis, 2012).

Estudios de correlacion de los ensambles genéticos de G. lamblia que infectan al humano con
factores clinico-epidemioldgicos enfatizan sobre la importancia de conocer las caracteristicas y
variabilidad genéticas que presenta este protozoo intestinal (Al-Mohammed et al., 2011; Skhal et
al., 2017). Sin embargo, no existe un consenso en cuanto a esta temdtica, ya que investigaciones
realizadas en varios continentes evidencian dicha relacién con uno u otro ensamble genético
indistintamente y en otros no se ha reportado ninguna asociacion (Yason y Rivera, 2007; Eligio-
Garcia et al.,, 2008; Kohli et al., 2008; Pelayo et al, 2008; Molina et al., 2011; Asher et al.,
2014; Anim-Baidoo et al., 2016; Skhal et al., 2017, Kasaei et al., 2018).

El uso de herramientas de epidemiologia molecular, particularmente herramientas de sub
tipificacion, permite un mejor entendimiento de la dindmica poblacional de Giardia. Si bien no
esta estandarizado un esquema de genotipaje a utilizar en la caracterizacion de G. lamblia, si se
recomienda realizar un analisis multilocus con cebadores especificos de ensambles genéticos
(Ryan y Caccio, 2013). Al menos, se considera que deben ser evaluados los loci de la gdh, tpi, bg
y las secuencias intergénicas del ADNr (IGS-ADNr) (Caccio y Ryan, 2008, Caccio et al., 2010;
Kasaei et al., 2018), asi como loci de mayor variabilidad para confirmar transmisién zoonética,
junto a herramientas que permitan tanto una mejor discriminacion genética como la inferencia

del origen de las fuentes de transmision de Giardia (Ryan y Caccio, 2013; Damitie et al., 2018).

Las técnicas de secuenciacion del genoma y genémica comparativa realizadas en cepas controles
evidencian similitudes y patrones de expresion diferenciales entre los dos ensambles genéticos
que infectan al hombre (A y B). Esta técnicas de avanzada ayudardn a comprender mejor la
dinamica que presenta este protozoo en la interaccion especifica con su hospedero y la

epidemiologia molecular de G. lamblia (Emery et al., 2016; Naguib et al., 2018).



Introduccion =

En nuestro pais se han realizado diversos estudios epidemiologicos con el objetivo de determinar
la prevalencia y los factores de riesgos asociados a la giardiosis, principalmente en nifios (Nufiez
et al., 1999; Mendoza et al., 2001; Nufiez et al., 2003, Canete ef al., 2012). De igual forma, en la
ultima Encuesta Nacional de Parasitismo Intestinal, realizada en 2009, se corroboré que
G. lamblia es el protozoo intestinal mas frecuentemente diagnosticado en nuestro pais (Rojas et
al., 2012). Si se tiene en cuenta que el modo de transmision de G. lamblia es semejante a la
mayoria de los protozoos y helmintos de importancia médica, resulta necesario una mejor
comprension y puesta en marcha de medidas higiénico sanitarias, aparejadas a un mejor

saneamiento ambiental (Choy et al., 2014; Reses et al., 2018).

La provincia La Habana y el municipio de Fomento, en Sancti Spiritus, han desarrollado
programas de vigilancia parasitologica y de intervencion educativa en poblacion pediatrica
mediante proyectos de colaboracion entre el Instituto Nacional de Higiene Epidemiologia y
Microbiologia (INHEM), el Hospital Pediatrico Docente "William Soler" (HPD-WS) y el
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK). Esto ha permitido conocer una panoramica
general de las parasitosis intestinales y factores de riesgos asociados, asi como de un niimero de
aislamientos significativos para estudios moleculares en protozoos de importancia médica,

especialmente Giardia lamblia.

Un acercamiento a la tematica molecular en G. lamblia en nuestro pais se llevd a cabo por
Pelayo et al (2008). En este estudio, desarrollado en el municipio de Fomento, provincia Sancti
Spiritus, de 95 muestras positivas a G. lamblia que fueron preservadas en etanol a 70%, solo 20
aislamientos pudieron ser caracterizados molecularmente. Se identificoO una proporcion
semejante de ensambles A (9 casos, 45%) y B (11, 55%) mediante los genes bg y gdh y se
evidencié una asociacion estadisticamente significativa con infecciones sintomaticas causadas

por el ensamble B de este protozoo intestinal.

Dado que para algunos autores G. lambia pudiera ser considerado un complejo de especies
(Ryan y Caccio, 2013), en la cual los ensambles genéticos que infectan al hombre, A y B,
presentan diferencias filogenéticas que sustentan esta hipotesis (Andrews et al., 1989; Monis et
al., 2003; Caccio et al., 2010), resulta de gran importancia conocer la prevalencia en nifos de
esta parasitosis, asi como las caracteristicas genéticas de este protozoo intestinal en este grupo

etario.
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Esto permitiria dilucidar si diferencias en la sintomatologia de la infeccion pudiera ser atribuido
a uno de estos ensambles. Es por ello que teniendo en cuenta la importancia del abordaje de la
caracterizacion molecular de G. lamblia en nifios, y el estudio de la variabilidad genética
asociada con caracteristicas clinicas y epidemioldgicas nos propusimos realizar una

investigacion en la que nos planteamos la siguiente hipotesis de trabajo:
1.2 Hipotesis de trabajo

"La infeccion por los ensambles genéticos A y B de Giardia lamblia estd asociada con
diferencias en la epidemiologia y la clinica de esta parasitosis en nifios, dado la teoria del

complejo de especies en este parasito intestinal"

1.3 Objetivos
1.3.10bjetivo general

Determinar frecuencia de infeccion y factores de riesgos en esta parasitosis e identificar los
ensambles genéticos de aislamientos de G. lamblia y su asociacién con aspectos clinicos en

nifos infectados con este parasito.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Describir el comportamiento de la giardiosis en poblacion preescolar y escolar en La
Habana y Fomento en cuanto a frecuencia y riesgo de infeccion en el periodo
comprendido de 2010 a 2013.

2. Determinar los ensambles y sub ensambles de aislamientos de G. lamblia mediante varios
marcadores y técnicas moleculares.

3. Evaluar marcadores genéticos y métodos moleculares para determinar los ensambles de
G. lamblia.

4. Determinar la posible relacion entre los ensambles genéticos de G. lamblia y las

manifestaciones clinicas desarrolladas en nifios parasitados.
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1.4 NOVEDAD CIENTIFICA

Se comprobo la existencia en Cuba por primera vez de los ensambles y sub ensambles de
G. lamblia que infectan al humano, mediante el uso de varias técnicas moleculares y varios
marcadores genéticos. Se realizd por primera vez en nuestro pais, y en la region del Caribe, un
estudio donde se reporta la relacion entre las manifestaciones clinicas y la infeccion por los
ensambles genéticos A y B, y mixto A+B de G. lamblia en nifios preescolares y escolares. Se
evidencidé por primera vez en la region del Caribe, que la infeccion por el ensamble B de
G. lamblia esta mas relacionado con diarrea o dolor abdominal o flatulencia en la clinica de esta

parasitosis en nifios preescolares y escolares.

.5 VALOR PRACTICO

Los estudios moleculares realizados en aislamientos de G. lamblia permitieron la introduccion de
herramientas diagnosticas para la caracterizacion molecular de este protozoo intestinal en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Parasitismo Intestinal del Departamento de Parasitologia,
del IPK. Ademas, se presenta una propuesta de la mejor combinacion de marcadores genéticos y
métodos moleculares a utilizar para determinar los ensambles genéticos de este protozoo
intestinal en funcion de obtener un mayor niumero de muestras amplificadas, con una mayor

concordancia de los resultados para futuros estudios de caracterizacion molecular.
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CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1Antecedentes

Hace mas de 333 afios, el holandés Antony van Leeuwenhoek fue el primero en detectar
una infeccidon por un protozoo intestinal en humanos al examinar sus propias heces
diarreicas en un microscopio artesanal de un solo lente (Dobell, 1920). En aquel entonces
la descripcion realizada de: microorganismos como "animaculos ovales mas grandes que
los eritrocitos", hacia referencia a la fase vegetativa de Giardia lamblia, el trofozoito.
(Dobell, 1920).Después de las observaciones realizadas por van Leeuwenhoek, tomd cerca
de 200 afios antes de que se le diera un nombre a este microorganismo. El profesor Vilem
Fedorovic Lambl en 1859 redescubri6 a G. lamblia y la denomind Cercomona intestinales.
Por su parte, en 1882 Kunstler establecié el nombre genérico Giardia para un flagelado

(Giardia agilis) encontrado en un renacuajo (Adam, 2001).

En 1915 Charles Wardel Stiles cred la denominacion binominal Giardia lamblia. Desde
entonces y hasta la fecha, varios nombres de especies han sido propuestos para este
parasito que infecta al humano: Giardia lamblia, G. duodenalis, y G. intestinalis. En la
actualidad, estos tres nombres son utilizados indistintamente segiin preferencias regionales

y personales (Adam, 2001).

——1681: Primera descripcion del parasito por van Leeuwenhoek

—— 1839 Descripcidn detallada del parsito por Lambl quién lo nombra Cercomonas intestinalis
——1881: Asociacion entre los estadios quistico v flagelado

L 1883: Utilizacion de Giardia como nombre de género

L 1922: Simon utiliza criterios morfologicos para diferenciar Giardia muris de G. lamblia
—1932: Dobell considera el tracto intestinal como lugar de multiplicacion del parasito

| 1952: Filice publica descripadn de Giardia v propone tres espedies: G lamblia, G. muris v G. agilis
| 19552 1965: La comunidad médica comienza a reconocer a Giardia como causa d patologia diarreica
| 1960-1980: Epidemia de origen hidricoreportada en Europa v los Estados Unidos de América

| 1987 Erlandsen v Bemick describen una nueva especie: G. psittaci

| 1988: Descripcién de la especie G. microti por Feely

L 1990: Descripcién de la especie G. ardeae por Erlandsen etal.

\ 4
Fig.1. Principales hitos de estudios en Giardia (Adam, 2001; Erlandsen et al., 1990; Gardner y Hill, 2001).
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2.2 Taxonomia

G. lamblia es un protozoo flagelado eucariotico que ha sido ubicado taxondémicamente en
el reino Protista. Atn cuando el Reino Archezoa, el cual agrupa a microorganismos
desprovistos de mitocondrias, ha sido propuesto en los ultimos afios, se ha preferido
mantener la clasificacién de Levine, como se refiere a continuacion (Adam, 2001; Lloyd y

Williams, 2014):

Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Diplomonadida
Familia: Hexamitidae
Género: Giardia

Especie: lamblia

Cavalier-Smith y Chao (2006) en base al analisis del SSU-ARNr y a estudios morfologicos
propuso una nueva clasificacion en la cual Giardia no estd ubicado en la familia
Hexamitidae, sino en una subclase Diplozoao Diplomonadida, orden Giordiida, familia
Giardiinae (Cavalier-Smith y Chao, 2006). No obstante, la mayor parte de los autores
continllan utilizando la clasificacion de Giardia dentro de la familia Hexamitidae

(Makiuchi y Nozaki, 2014).

El orden Diplomonadida se considera como una reagrupacion de eucariotas primitivos ya
que los microorganismos que lo constituyen estarian desprovistos de organelos tipicos de
eucariotas, como mitocondrias y peroxisomas, y contendrian sistemas de endomembranas
poco desarrollados (Morrison et al., 2007; Gabaldon et al., 2016). Ademas, este orden
constituiria una ramificaciéon precoz de Eucariota de acuerdo a la filogenia de algunos

genes, como la subunidad menor del ARNr (Morrison ef al., 2007; Midlej et al., 2016).
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2.3. Agente etiologico

En el género Giardia se admiten diferentes especies, dependiendo de los criterios
empleados por los diferentes autores. Segun el criterio de especificidad del hospedero de
Kulda y Nohynkova (1978) se han descrito 41 especies diferentes de Giardia (Kulda y
Nohynkova, 1978); sin embargo, de acuerdo con el morfologico de Erlandsen (1990), el
que tiene en cuenta la disposicion de las estructuras microtubulares presentes en los
cuerpos medios de los trofozoitos, se admiten tres grupos de especies: Giardia agilis,
Giardia muris y Giardia intestinalis (G. duodenalis o G. lamblia). Existen dos especies
adicionales que son indistinguibles de G. lamblia por el microscopio de luz: G. ardeae
(garzas) y G. psittaci (aves del orden psittaciforme), las que se identificaron a partir de
diferencias morfoldgicas mediante microscopia electronica. De igual forma, la especie G.
microti, aislada de ciertas especies de roedores (Microtus spp., Ondatrazi bethicus), solo es
posible diferenciarla de G. lamblia mediante caracteristicas inherentes observadas en el

microscopio electronico en la forma de sus ntcleos (Adam, 2001).

G. lamblia, 1a Ginica especie patdgena al humano, se presenta en dos formas o estadios: el

trofozoito (la forma vegetativa) y el quiste (forma de resistencia) (Markova et al., 2016).

Los quistes presentan una morfologia entre redondos u ovales y miden 8 a 14 um de largo
por 7 a 10 um de ancho. Los quistes inmaduros o recién formados contienen dos nucleos y
se denominan prequistes. Los quistes maduros presentan como caracteristica distintiva la
presencia de cuatro nucleos (Adam, 2001; Markova et al., 2016). El citoplasma contiene
axonemas flagelares, vacuolas, ribosomas y cuerpos medianos, los cuales se observan bien

definidos en el trofozoito (Lauwaet et al., 2007; Pham et al., 2017).

La composicion, formacion y arquitectura supramolecular de la pared del quiste no esta del
todo dilucidada. Actualmente, solo cuatro proteinas estructurales se han identificado. Tres
de ellas son proteinas ricas en leucina, mientras que la cuarta, se asemeja a las proteinas
variables de superficie que presentan los trofozoitos (Lauwaet et al, 2007). En su
conjunto, estas proteinas son concentradas en vesiculas secretoras especificas de
enquistacion y transportadas hacia la pared del quiste en formacion (Lauwaet et al., 2007;

Wampfler et al., 2014; Einarsson et al., 2016; Ortega-Pierres et al., 2018).
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Los trofozoitos presentan simetria bilateral, miden 10 a 20 um de largo por 5 a 15 um de
ancho. Presentan una forma de gota de lagrima cuando son vistos en sentido dorsal o
ventral, en cambio son convexos en sentido dorsal y presentan un disco suctorial concavo
en su porcion ventral. Los trofozoitos tienen dos nticleos que son idénticos, ambos ovoides
y con el endosoma central bien diferenciado. Los trofozoitos de G. lamblia poseen varias
caracteristicas atipicas, como la ausencia de peroxisomas y mitocondria, y el desarrollo
regulado del reticulo endoplasmatico rugoso y del complejo de Golgi durante el proceso de

enquistacion (Faso et al., 2013; Midlej et al., 2016; Zamponi et al., 2018).

Una de las caracteristicas distintivas es la presencia de un complejo y tnico citoesqueleto.
Presenta cuatro pares de flagelos dispuestos simétricamente; de ellos, dos son
anterolaterales, y dos posterolaterales, dos ventrales y un par caudal, los que tienen su
origen en ocho cuerpos parabasales colocados simétricamente en la linea media, a la altura
del borde superior de los nucleos. Estos impulsan al trofozoito en forma desigual, similar a
la caida de una hoja. Ademas presentan dos axonemas y dos cuerpos medianos. (Adam,
2001; Ebneter y Hehl, 2014, Horlock-Roberts et al., 2017). El disco ventral de G. lamblia,
es unico dentro de los diplomonados. Este presenta una estructura en forma hemisférica
que modula la concavidad una vez se adhiere a la mucosa intestinal (Ebneter y Hehl,
2014). Los cuerpos medianos constituyen la estructura microtubular menos definida, con
una funcion no del todo conocida (Woessner y Dawson, 2012; Mclnally y Dawson, 2016,

Horlock-Roberts et al., 2017).
2.4 Ciclo de vida

El ciclo parasitario de G. lamblia es relativamente simple y estd compuesto de dos
estadios: el trofozoito (forma vegetativa) cuyo hébitat es el intestino delgado, siendo
responsable de las manifestaciones clinicas, y el quiste (forma infecciosa) responsable de

la transmision del parasito (Figura 2) (Adam, 2001).

La infeccion de un nuevo hospedero es causada por la ingestion de quistes viables
presentes en el agua y/o alimentos, o a través de contacto directo (Adam, 2001). Los
quistes de G. lamblia pueden permanecer viables en las heces de 7 a 18 dias, en el suelo
hasta siete semanas, y en el agua hasta un maximo de tres meses (Kinyua et al., 2016;

Horlock-Roberts et al., 2017).
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Figura 2. Esquema del ciclo de vida de Giardia lamblia. En la figura se observan las diferentes etapas del
ciclo de vida del parasito. (P) Pared del quiste, (DV) Disco ventral, (ESV) vesiculas especificas de
enquistacion, (F) flagelo y (N) ntcleo. Tomado de Roxstrom-Lindquist e al., 2006.

2.4.1 Desenquistamiento

In vitro, el desenquistamiento ha sido obtenido mediante la imitacion de las condiciones
encontradas por los quistes en el tracto digestivo del hospedero. Este es un proceso rapido
de quince a treinta minutos que permite la transformacion del quiste en trofozoito.
Diferentes estudios han evidenciado la importancia de las dos etapas por la que transita los
quistes en el proceso de desenquistamiento; primero a nivel del estbmago en un ambiente
acido (pH = 2) y después bajo la influencia de las condiciones mas alcalinas de la parte
superior del intestino delgado (Ebneter ef al., 2016). Este proceso es sensible a estimulos
ambientales que conllevan a una respuesta coordinada a nivel fisiologico, estructural y

molecular (Ebneter et al., 2016; Coelho et al., 2017).

11
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Se ha comprobado que diez minutos después de iniciado este proceso ocurre la separacion
de la pared quistica y son liberados por cada quiste un exquizoito en la parte superior del
intestino delgado (Alvarado y Wasserman, 2010; Coelho et al., 2017). El exquizoito es un
estadio intermedio entre el quiste y el trofozoito y presenta 8 flagelos y 4 nucleos con una
ploidia de 16N. Esta forma intermedia experimenta dos rondas de division celular sin
replicacion del ADN, generando, 4 trofozoitos con una ploidia de 4N. Esta amplificacion
celular explicaria la relativamente baja dosis infecciosa, de 10 a 100 quistes que presenta

G. lamblia (Sulemana et al., 2014).

Los trofozoitos de Giardia se dividen por fision binaria en las criptas del duodeno y en la
porcion superior del yeyuno y no invaden, por lo general, las células epiteliales
intestinales. Algunos trofozoitos pueden enquistarse en el ileon, posiblemente como
resultado de la exposicion a sales biliares o a la ausencia de elementos nutritivos como el
colesterol (Roxstrom-Lindquister al., 2006). Las lectinas, son consideradas proteinas de
gran importancia en el proceso de adhesion a los enterocitos y por causar acortamiento en

las microvellosidades intestinales (Samuelson ef al., 2013; Mendez et al., 2015).

2.4.2 Enquistamiento

El enquistamiento de este protozoo intestinal es una etapa clave en su ciclo de vida ya que
permitird la transmision fecal-oral en su nuevo hospedero por via alimentaria, hidrica o por

contacto directo (Adam, 2001).

La sintesis de una pared resistente es indispensable para la supervivencia de este protozoo
intestinal fuera del hospedero. Contrariamente al proceso de desenquistamiento, éste es un
proceso lento. La primera etapa consiste de unas diez horas aproximadamente, seguida de
una segunda fase de 16 horas (Sulemana et al., 2014). La baja concentracion de colesterol
provocaria una activacion de la transcripcion de los genes implicados en este proceso de
enquistamiento (Lujan, 2011). Durante la primera fase se describen modificaciones a nivel
de la division celular, metabolismo, ultraestructura, transporte de proteinas y de expresion
de genes. Los trofozoitos devienen rapidamente en una forma redondeada y ocurre una

fragmentacion del disco ventral (Svérd et al., 2003).

12
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Después de transcurrida diez horas, los trofozoitos no utilizan mas la glucosa exogena, y
disminuyen ostensiblemente el consumo de oxigeno (Faso et al., 2013; Salusso et al.,
2017). A partir de este momento, el aparato de Golgi es visible, asi como las vesiculas
especificas de enquistamiento. Estas vesiculas juegan un papel importante en el transporte
y la diferenciacion de proteinas y de carbohidratos que constituiran la pared quistica. La
actividad de las enzimas que intervienen en la sintesis de N-acetil-D-galactosamina
aumentan significativamente en esta etapa (Faso et al., 2013; Ebneter et al., 2016; Salusso

etal., 2017).

Durante la segunda fase de enquistamiento, las modificaciones se producen esencialmente
a nivel nuclear. Después de transcurridas cuatro horas de su induccion, la mayoria de las
células presentan una poliploidia de 8N. Estudios sugieren que el enquistamiento
empezaria a partir de la fase G2 en la cual los trofozoitos contienen dos nucleos
tetraploides, y 24 horas después y seguido de una division nuclear con una nueva
replicacion del ADN, la mayor parte de los quistes observados contienen cuatro nucleos

tetraploides (Faso ef al., 2013; Ebneter ef al., 2016; Salusso et al., 2017).

2.5 Epidemiologia

G. lamblia es reconocido por ser unos de los parasitos intestinales mas prevalentes que
infecta al hombre tanto en areas tropicales como templadas a nivel mundial. La giardiosis
ejerce un impacto negativo en la salud publica debido a su alta prevalencia, y a la
tendencia de causar brotes y respuestas de emergencia, principalmente en paises en vias de
desarrollo (Coulibaly et al., 2018). Es conocido ademas y comprobado la relacion entre
esta parasitosis y el retardo en el crecimiento y desarrollo cognoscitivo en los nifios (Feng
y Xiao, 2011; Thompson, 2013; Sanchez et al, 2017). Ademas, su efecto trasciende el
ambito humano, ya que representa una enfermedad altamente prevalente en el ganado y en
animales domésticos, de ahi lo importante de este topico también en la medicina

veterinaria (Feng y Xiao, 2011; Geurden et al., 2014; Barbecho et al., 2018).

Las tasas de prevalencia de la infeccion por G. lamblia en paises desarrollados oscilan
entre 2% a 7% en Europa, Estados Unidos de América, Canada y Australia (Feng y Xiao,

2011). Un aumento en la incidencia de esta parasitosis en estos paises ha conllevado a que

13
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se le replantee como una enfermedad re emergente en estos escenarios (Savioli et al., 2006;

Thompson y Monis, 2012; Zylberberg et al., 2017).

Esta parasitosis en paises en vias de desarrollo representa un importante problema de salud
(Thompson y Monis, 2012; Castro et al, 2015). Las cifras de prevalencia pueden llegar
hasta 40% de la poblacion en zonas donde las condiciones higiénico sanitarias no son las
propicias (Savioli et al., 2006; Speich et al., 2013; Castro et al., 2015; Wegayehu et al.,
2017). Debido a esta gran emergencia y consecuencias negativas en el crecimiento y
desarrollo cognoscitivo de los nifios fue un factor decisivo para que la OMS incluyera a la

giardiosis en la iniciativa de las "enfermedades olvidadas" (Savioli, et al., 2006).

La transmision de este parasito intestinal es fundamentalmente fecal oral directa. Puede
producirse, ademas, por contacto con personas o animales infectados por G. lamblia y por
transmision fecal oral indirecta. El consumo de aguas, frutas, vegetales y alimentos
contaminados con quistes de Giardia constituye el principal vehiculo de la transmision y

suele ser el origen de brotes epidémicos (Al-Delaimy et al., 2014; Fink et al., 2017).

Esta parasitosis ocurre mas frecuentemente en nifios, con especial énfasis en los
preescolares (Anim-Baidoo et al., 2016; Fink et al., 2017). En el caso de los lactantes,
éstos parecen estar mas protegidos, y esto pudiera deberse al efecto protector de la
lactancia materna o a una menor probabilidad de ingerir quistes (Heusinkveld et al., 2016).
Se han documentado algunos casos de transmisidon por este protozoo intestinal por via
sexual (Escobedo et al., 2014), sobre todo en la poblaciéon homosexual. Ademas, se ha
sefialado la importancia de algunos vectores como las moscas, las que pueden tener
particular importancia en los mecanismos de diseminacion de los quistes de este pardsito

(Conn et al., 2007; Kevin et al., 2013; Rivero et al., 2018).

Algunas investigaciones han demostrado que el contacto directo con animales domésticos
pudiera constituir un factor de riesgo para la infeccion por G. lamblia (Robertson et al.,
2010; Inpankaew et al, 2014). La infecciéon varia inversamente con el estatus
socioecondmico y presenta una alta prevalencia en regiones donde el suministro de agua es
limitado y en zonas donde los estandares sanitarios e higiénicos no tienen una gran
cobertura (Thompson, 2011). En términos generales se considera como factores de riesgos
importantes en la emergencia de G. lamblia el fecalismo al aire libre, la falta de agua

potable en comunidades, unido a una inadecuada educacion sanitaria y deficiente estado
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constructivo de las viviendas, hacinamiento y una elevada densidad poblacional y de
animales reservorios de la infeccion (Thompson, 2011; Tysnes et al., 2014; Rivero et al.,

2018).

El reservorio fundamental de G. lamblia es el humano, sintomatico o portador
asintomatico. Sin embargo, la infeccion por aislamientos de este protozoo intestinal es
frecuente y estd muy extendida entre animales domésticos (perros, gatos, pajaros, caballos,
cabras, ovejas, vacas) y en un amplio rango de mamiferos salvajes y aves (Pallant et al.,
2015). En este sentido, y debido a la baja especificidad de hospedero que presenta este
parasito en otros mamiferos, se ha postulado por numerosos autores el potencial zoonotico

que presenta (Tysnes et al., 2014; Thompson y Ash, 2016; Fink et al., 2017).

2.6 Patogenia y fisiopatologia

El mecanismo de la giardiosis no esta del todo dilucidado aun cuando se postule que tenga
una base multifactorial (Halliez y Buret, 2013). Una hipoétesis inicial al respecto, sugirio
que el parésito alteraba la funcion intestinal al actuar como una barrera mecanica al
mecanismo de absorcidon intestinal (Farthing, 1997). No obstante, estudios posteriores
demostraron que no era posible esta hipotesis debido a las dimensiones de este parasito
intestinal (10-14pum), la dosis infecciosa (10-100 quistes) y el tiempo de generacion
(aproximadamente de 6 a 12 horas in vitro), teniendo en cuenta el area de absorcion del
intestino delgado (Roxstrom-Lindquist et al., 2006; Keselman et al., 2016; Vermathen et
al., 2018).

Los trofozoitos de G. lamblia se adhieren fuertemente a la superficie intestinal del intestino
delgado mediante su disco adhesivo o ventral. Un niimero importante de moléculas de
superficie de este parasito interactiian en esta estrecha union con los enterocitos, como las
giardinas (giardinas alfa, beta y gamma), y una compleja red de proteinas contractiles que
facilitan esta adhesion (Cotton et al., 2011: Luther et al., 2015). Actualmente se considera
que los estados patofisiologicos involucran un aumento en la tasa de apoptosis de los
enterocitos, disfuncion de la barrera del intestino delgado, activacion de linfocitos del
hospedero, acortamiento de las microvellocidades intestinales con o sin atrofia de las
vellosidades, deficiencias de disacaridasas, malabsorcion intestinal, hipersecrecion de
aniones y una tasa incrementada en el peristaltismo intestinal (Cotton ef al., 2011; Luther

et al, 2015; Hjello et al., 2018).
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La enteropatia causada por la infeccion por giardias estd caracterizada por una reduccion
variable en la altura de las vellosidades intestinales asociada a una respuesta hiperplasica
de las criptas de Lieberkuhn, situadas entre ellas (Cotton et al., 2011). En consecuencia,
tiene lugar una reduccion del indice vellosidad/cripta y un decrecimiento de la superficie

de los segmentos proximales del intestino delgado (Luther et al., 2015).

La atrofia de las vellosidades intestinales esta asociada a cambios en la composicion
linfocitaria intraepitelial y de un incremento en la celularidad de la ldmina propia. En ésta
han sido identificados linfocitos B y células plasmaticas productoras de anticuerpos contra
el parasito y, en menor medida, células T, sobre todo del fenotipo CD4+, ademas de
linfocitos T con especificidad por antigenos de giardias, sobre todo del fenotipo CD8+

(Fonte y Almannoni, 2009; Hjello et al., 2018).

El acortamiento del borde en cepillo inducido por este parasito pudiera causar, segun
varios estudios, una enfermedad diarreica mediante un proceso de malabsorcién y de
alteraciones en la digestion debido a la deficiencia de varias enzimas a nivel de esta
localizacion anatomica (Castro et al., 2015; Cotton ef al., 2015). Debido a que la absorcion
de electrolitos acoplada a nutrientes ocurre en las microvellosidades, un acortamiento de
¢stas traeria consigo una deficiente absorcion de agua, glucosa y electrolitos (Gomes et al.,
2012; Hjello et al., 2018). Como consecuencia de este proceso de malabsorcion de
nutrientes se crearia un gradiente osmotico que conllevaria a un incremento en la salida de
agua hacia el lumen intestinal resultando en una distension y aumento de la peristalsis

intestinal (Figura 3) (Cotton et al., 2015).

¢!
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Fig. 3. Manifestaciones patofisiologicas de la giardiosis. (A) Incremento en la apoptosis de enterocitos
posiblemente por activacion de las caspasas 9 y 3. Se ha evidenciado que la activacién de la caspasa &
pudiera tener el mismo efecto. (B) Incremento de la permeabilidad intestinal por alteraciones en los
componentes del complejo de unidn apical (actina F, ZO-1, claudina 1 y a-actinina). (C) Acortamiento de las
microvellosidades en borde de cepillo. Tomado de Cotton et al., 2011.
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2.7 Inmunobiologia de la infeccion por G. lamblia

Existen varios factores predisponentes que influencian la infeccion por G. lamblia. Los
mas importantes constituyen la edad, estado nutricional, composicion de la microbiota

intestinal, e inmunodeficiencias (Cotton ef al., 2015).

Se reporta que los nifios menores de 5 afios de edad, en los que generalmente el sistema
inmunitario es ain inmaduro y que han tenido menos oportunidades de enfrentar
previamente la infeccidon por este protozoo intestinal, son mas susceptibles a la giardiosis
en comparacion con las personas adultas, especialmente cuando existen niveles de
desnutriciéon que favorecen la endemicidad y morbilidad de la infeccion por G. lamblia

(Fonte y Almannoni, 2009; Fink et al., 2018).

Como parte de la inmunidad innata del hospedero, varios productos antimicrobianos son
secretados en el epitelio intestinal los cuales contribuyen a mantener y proteger la barrera
de la mucosa intestinal. De hecho, varios péptidos antimicrobianos como las defensinas,
secretadas por las células de Paneth, y lactoferrinas participan en la defensa frente a este

parasito intestinal (Figura 4) (Ochoa y Cleary, 2009).
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Fig.4. Interaccion de Giardia lamblia con los mecanismos de defensa inmune en el intestino
humano. Tomado de Cotton ef al., 2011.
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La capa de mucus que protege a los enterocitos de las enzimas digestivas del hospedero
previene ademas de que este parasito tenga acceso al epitelio intestinal. Se ha evidenciado,
en este sentido, de que las mucinas tiene un efecto negativo directo en la adhesion de
Giardia in vitro (Roskens y Erlandsen, 2002; Yoshida et al., 2011). Aunque las proteasas,
lipasas y bilis eliminan la mayoria de los microorganismos en la parte superior del intestino
delgado, se considera que las proteinas variables de superficie (VSP), ricas en cisteina, que
recubren al trofozoito pudieran conferirle resistencia frente a las proteasas, y la bilis (de la

Guardia et al., 2011; Wei et al., 2013).

La infeccion en humanos por G. lamblia, asi como en ratones por G. muris, resulta en la
produccion de anticuerpos anti-Giardia en las secreciones mucosas y en el suero
(Heyworth, 2014; Weatherhead et al., 2017). En el humano, los anticuerpos séricos anti-
G. lamblia encontrados pueden ser de las clases IgG, IgM e IgA, con independencia de la
forma clinica de la infeccion. Estos anticuerpos permanecen circulando por periodos
prolongados (excepto los anticuerpos de la clase IgM, que después de la adolescencia
descienden rapidamente tras un episodio infeccioso) (Fonte y Almannoni, 2009; El-Gebaly

etal., 2012).

Se postula que el funcionamiento del sistema inmunitario a nivel de mucosa en la infeccion
por G. lamblia incluyen (Abdul-Wahid y Faubert, 2008; Fonte y Almannoni, 2009; Lee et
al., 2014; Weatherhead et al., 2017):

» Mastocitos en la lamina propia, posiblemente estimulando la produccién de IL-5 e
IL-6 por linfocitos T CD4+, participan en el control de la infeccion por G. lamblia.

» Linfocitos T CD4+ en la lamina propia, posiblemente mediante la produccion de
IL-5 e IL-6, participan en el control de la infeccion al estimular la diferenciacion de
linfocitos B a células plasmaticas productoras de IgA contra el parasito.

» Linfocitos B en la lamina propia, mediante su diferenciacion a células plasmaticas
productoras de IgA contra G. lamblia, participan de manera protagénica en el
control de la infeccion por éstas.

» Linfocitos T CD8+intraepiteliales, estan implicados en el mal funcionamiento de la

mucosa intestinal que caracteriza a la fase aguda de la infeccion murina.
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» El control de la infeccion durante las fases latente y aguda (primeras dos semanas),
que es menos eficaz que el que tiene lugar en la fase de eliminacion, es

independiente de células B.
2.8 Manifestaciones clinicas

Si bien hace mas de 330 afios van Leeuwenhoek describi6 este parasito, no fue hasta 1978
que G. lamblia se consider6 un microorganismo patégeno teniendo en cuenta las
observaciones de varios sintomas como la malabsorcion y la patologia de la parte superior
del intestino delgado en pacientes infectados por este flagelado intestinal (Faubert, 2000).
En si, no fue hasta 1987 que se evidencid en voluntarios inoculados con aislamientos de

G. lamblia el cumplimiento de los postulados de Koch (Nash et al., 1987).

La infeccidn por este parésito generalmente se asocia con diarrea, no obstante €sta puede
transcurrir de forma asintomatica en un gran porcentaje de la poblacion, tanto mayor si la
endemicidad de esta parasitosis en un area o pais es elevada; o presentar un amplio rango
de espectro clinico, variando de una forma aguda a una infeccion cronica (Begaydorova et
al., 2014). El periodo de incubacién de esta enfermedad es de una a dos semanas, y el
promedio de la duracion de los sintomas en todos los grupos de edades es de alrededor de

tres semanas (Begaydarova et al., 2014; Escobedo et al., 2018).

La diarrea puede progresar a un sindrome de malabsorcion, y resulta el sintoma
caracteristico de la giardiosis aguda en 90 % de las personas sintomaticas, ademas otros
sintomas comunes incluyen en 70%, ndusea, vomitos y flatulencia (Begaydarova et al.,
2014). Esta parasitosis es una causa importante de pérdida de peso, principalmente en
ninos, debido a los procesos de malabsorcion de azucares (xilosa, disacaridos), grasas, y
vitaminas liposolubles (por ejemplo, vitaminas A y E) (Al-Mekhlafi et al., 2013; Evans-
Osses et al., 2017). Esta forma aguda se puede observar en todas las zonas geograficas y en
todos los grupos de edades, pero su incidencia es mayor entre las personas que adquirieron

la infeccidon y no residen en areas endémicas (Begaydarova et al., 2014).

Las manifestaciones extraintestinales son poco comunes, pero ocasionalmente esta
parasitosis puede estar asociada a lesiones de tipo urticariano, una lesién del epitelio

pigmentado de la retina que los oftalmologos la denominan en “sal y pimienta”, la glositis
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y la artritis reactiva son las cuatro mejor estudiadas (Krupa et al., 2010). El desarrollo de
las manifestaciones clinicas en los pacientes infectados dependera de la carga parasitaria,
la virulencia del aislamiento, y la respuesta inmune del hospedero. La presencia de
sintomas extraintestinales resultaria de una activacion del sistema inmune a causa del
mimetismo molecular de este parasito con algunas células hospederas (Robertson et al.,

2010).

La giardiosis cronica se desarrolla en aquellos individuos en los cuales se presentan
factores predisponentes y cursa la infeccion sin un tratamiento antiparasitario (Barbosa et
al., 2014). Esta patologia se caracteriza por diarrea, malabsorcion intestinal, resultando en
esteatorrea, deficiencia de lactasa, asi como de vitamina A, B12, y folato (Zarebavani et
al., 2012). El desarrollo de la giardiosis cronica pudiera deberse a la relacion que se
establece entre el pardsito y el hospedero en cuanto a: (i) factores del hospedero como la
edad, estatus immune, historia previa de infeccion, dieta, y microbiota intestinal
concomitante; (ii) factores del parasito, asociados probablemente con el ensamble genético,
tasa de multiplicacion, proteinas variables de superficie, resistencia a los antiprotozoarios y

capacidad para evadir la respuesta inmune (Cotton et al., 2014).

2.9. Diagnéstico
2.9.1 Diagnostico parasitologico

El diagnoéstico de la giardiosis estd basado principalmente en la deteccion de trofozoitos
y/o quistes mediante el examen directo de muestras de heces. Si bien este constituye un
método practico y efectivo para establecer el diagndstico, debido a que la eliminacion de
quistes puede ser intermitente, esta técnica pudiera conllevar a resultados falsos negativos.
La observacion microscopica de una sola muestra por paciente se asocia a mas de 50 % de
resultados falsos negativos. Es por ello que se recomienda la realizacion de examenes de
heces seriados para aumentar la sensibilidad diagnostica (Singhal et al., 2015; ParCina et

al., 2018).

Los métodos parasitologicos de concentracion, como el método de Ritchie (formol-
¢ter/acetato de etilo), o el método de Faust (sulfato de zinc), se utilizan para concentrar

quistes de protozoos y huevos y larvas de helmintos, pero no son adecuados para la
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observacion de trofozoitos; a pesar de ello, la sensibilidad diagnodstica del examen
parasitolégico aumenta considerablemente (Ortega y Adam, 1997). Es de notar que
algunas sustancias tales como el bario, antidcidos, laxantes oleosos y enemas, pueden
interferir en los resultados de los exdmenes de heces (Ortega y Adam, 1997; Singhal ef al.,

2015).

En aquellos casos de alta sospecha clinica, en los cuales los exdmenes seriados son
negativos, es recomendado realizar un estudio del contenido duodenal por sondaje o
intubacion directa. La sensibilidad de estas técnicas por visualizacion endoscopica,
biopsias o por el empleo menos invasivo de la capsula del Entero-Test® puede alcanzar
100%. No obstante, estos métodos, si bien aumentan la sensibilidad del examen resultan
molestos e invasivos para el paciente, ademds de ser pruebas costosas (Ortega y Adam,

1997; Singhal et al., 2015).
2.9.2 Inmunodiagnoéstico

Desde la década del 80 del pasado siglo, el diagnéstico inmunoldgico se desarrollo en base
a la deteccion de anticuerpos anti-Giardia y antigenos de este pardsito en muestras de
heces (Bashir et al., 2014; Hijjawi et al., 2018). En paises donde esta parasitosis resulta
endémica, no existe una buena correlacion entre los titulos de anticuerpos y la presencia de
una infeccion activa por G. lamblia, por lo que actualmente se utiliza con mas frecuencia
algunos ensayos inmunoenzimaticos sobre fase solida (ELISA) para la deteccion de
antigenos de este protozoo intestinal. Estos métodos detectan antigenos solubles de este
parasito en heces, como el que emplea anticuerpos contra el antigenos GSA-65 de
G. lamblia. Aunque estas técnicas demuestran una elevada sensibilidad y especificidad,
resultan extremadamente caras para los paises en vias de desarrollado (Ortega y Adam,

1997, Singhal et al., 2015; Hijjawi et al., 2018).

Otras técnicas serodiagnoésticas por antigenos o anticuerpos utilizadas para el diagnostico
de la giardiosis incluyen la inmunodifusién doble y la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI).
La sensibilidad y especificidad de las mismas dependen, fundamentalmente, del tipo de
antigeno utilizado (trofozoitos intactos, extracto de trofozoitos o proteinas purificadas de
Giardia), del isotipo de inmunoglobulina estudiado y de la prevalencia de la infeccion en
una determinada area de poblacion (areas endémicas o no) (Singhal et al., 2015; Hijjawi et

al., 2018).
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2.9.3 Diagndstico molecular

La introduccion de las técnicas moleculares, particularmente aquellas basadas en la
amplicacion in vitro de acidos nucleicos, permiten la amplificacion selectiva de secuencias
especificas de ADN para el diagnostico de la giardiosis. Esto ha permitido una mejor
comprension de la taxonomia, genética poblacional y la epidemiologia molecular de la
giardiosis en el humano y en animales domésticos (Feng y Xiao, 2011; Wegayehu et al.,
2017). Las herramientas moleculares mas modernas permiten la diferenciacion de este
protozoo a nivel de especie, ensamble y sub ensamble genéticos a partir de muestras

clinicas y ambientales (Ryan y Caccio, 2013).

El gen que codifica para la subunidad menor del ARNr es muy 1til en la identificacion
molecular de Giardia, al poseer una baja variacion de secuencias intraespecifica y una
relativamente alta variacion de secuencias interespecifica (Feng and Xiao, 2011). Otros
marcadores genéticos, mas polimoérficos, que se utilizan para la deteccion y caracterizacion
moleculares de G. lamblia a nivel de ensamble y sub ensamble, basados en PCR ensambles
especificos o mediante analisis de secuencias son, los genes #pi, B-giardina, gdh (Dacal et
al., 2018). Estos ultimos genes han sido utilizados, con frecuencia combinados con el SSU-
ARNTr, en investigaciones de sistematica de Giardia, proporcionando las bases de la actual

clasificacion de los miembros de este género (Ryan y Caccio, 2013).

De igual forma, los espaciadores transcritos internos (ITS) del ADNr son muy utiles para
evaluar la variabilidad genética en Giardia lamblia, debido a la alta variabilidad
intraespecifica de las secuencias en comparacion con las regiones del ARNr (Caccio ef al.,

2010).

El empleo de la técnica del Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion del
producto amplificado mediante PCR (PCR-RFLP) resulta eficiente en la clasificacion
genética de aislamientos de G. lamblia (Thompson y Ash, 2016; Dacal et al., 2018).
Aunque esta técnica es muy provechosa, el método analitico pudiera no detectar todas las
secuencias dianas, sino un pequefio numero de sitios potencialmente variables, por lo que
pudiera conducir a una digestion enzimatica incompleta de los amplicones y/o variaciones
en la secuencia en un mismo amplicén, y por ende a posibles resultados discordantes en los

patrones de RFLP (Ryan y Caccio, 2013).
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En paises desarrollados se utiliza con frecuencia en el diagnoéstico molecular la
secuenciacion directa del ADN del producto de la PCR y el analisis comparativo de los
datos de secuencia el cual se considera el patron de oro para la deteccién de variaciones
genéticas o polimorfismos, y puede ser aplicado a genes unicopias y multicopias. La
secuencia de ADN obtenido tiene el valor agregado de ser provechosa para investigaciones
filogenéticas y de genética comparativa (Koehler et al., 2014; Thompson y Ash, 2016;
Dacal et al., 2018).

En los ultimos afios se potencian, de igual forma, nuevas técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos para detectar el ADN de Giardia. Dentro de éstas resulta muy novedosa la
amplificacion isotérmica mediada por lazo (del inglés, LAMP), desarrollada por Notomi
(2007) la cual permite la amplificacion del ADN en condiciones isotérmicas, sin necesidad
de un termociclador, y la observacion visual de los productos amplificados (Notomi et al.,
2015). Esta técnica se utiliza exitosamente en la deteccion e identificacion de otros
protozoos patogenos al hombre, como Trypanosoma, Plasmodium falciparum,

Cryptosporidium y Toxoplasma gondii (Notomi et al., 2015).

La técnica de PCR en tiempo real o PCR cuantitativo (QPCR) (Higuchi et al., 1992) se
utiliza para el diagndstico molecular y estudios de epidemiologia molecular. Esta técnica
novedosa permite el monitoreo de la amplificacion del ADN que ocurre in vitro, lo cual
presenta ventajas practicas sobre la PCR convencional (Koehler et al., 2014). Esta técnica
de PCR en tiempo real se utiliza de igual forma para la deteccion especifica de G. lamblia
y sus ensambles (Almeida et al., 2010; Incani ef al., 2017). Esta PCR puede ser acoplada a
analisis de alta resolucion de fusion, la cual permite medir la tasa de disociacion de ADN
de doble cadena mediante la reduccion en la fluorescencia en el tiempo. Varios estudios
han utilizado el PCR para la deteccion especifica y diferenciacion de los ensambles A y B
de G. lamblia utilizando principalmente los marcadores genéticos gdh y tpi (Almeida et al.,
2010; Incani et al; 2017; Hijjawi et al., 2018). Sus principales aplicaciones son la
deteccion de mutaciones, polimorfismos y alteraciones epigenéticas en muestras de ADN

bicatenario (Koehler et al., 2014; Dacal et al., 2018).

Es importante tener en cuenta que tan importante es realizar una PCR eficaz como las
técnicas de aislamiento del ADN a partir de muestras bioldgicas, particularmente muestras

de heces, con el objetivo de remover efectivamente los constituyentes que son inhibitorios
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para la PCR (Babaei et al., 2011). Varios métodos eficaces como los pretratamientos con
ciclos de congelacion-descongelacion, sonicacion seguido de extraccion mediante método
de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico o utilizando kits comerciales como el QIAamp
(Qiagen, Estados Unidos de América) minimizan la presencia de agentes inhibidores que

pueden afectar la eficacia de la PCR (Babaei et al., 2011; Incani et al., 2017).
2.10 Caracteristicas generales de la genética molecular de Giardia lamblia
2.10.1 Genoma

Dado el gran interés en la gendmica de este protozoo intestinal en los Gltimos afios se
realizaron grandes avances en el estudio del Proyecto del Genoma de G. lamblia (Best et
al., 2004). Actualmente, se encuentran disponibles las secuencias de todo el genoma de
varios aislamientos, lo cual ofrece una gran oportunidad para una mejor comprension de la
especificidad de hospedero y la patogénesis en esta parasitosis (Heyworth, 2016; Emery-
Corbin et al., 2018).

El genoma del clon WB C6 de G. lamblia (cepa de referencia ATCC 50803) muestra una
talla de aproximadamente 12 megabases, distribuidos en 5 cromosomas. Se identificaron
6470 marcos abiertos de lectura con una distancia intergénica promedio de 372 pares de
base y con 46% de contenido de GC (Guanina-Citosina) (Morrison et al., 2007; Alvarado
etal., 2018).

La sintesis y transcripcion del ADN, asi como el procesamiento del ARN y la maquinaria
del ciclo de vida son relativamente simples, y comparables con el reino Archae (Figura 5)
(Makiuchi y Nozaki, 2014). La presencia de solo dos complejos de proteinas de
reconocimiento de origen (Orc4 y Orcl/Cdc6) en Giardia y la ausencia de proteinas
reguladoras del proceso de iniciacion de la transcripcion evidencia la poca complejidad de
este proceso. Ademas, este protozoo presenta tres ADN polimerasas replicativas tipo B
(Pol a, Pole y Pol §), de las cuales el complejo Pola/primasa esta presente en varios
eucariontes, mientras que la composicion de las otras dos polimerasas se asemejan a las

polimerasas presentes en Archae (Morrison ef al., 2007; Alvarado et al., 2018).
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Fig. 5. Representacion esquematica de los mecanismos de replicacion, transcripcion y
poliadenilacion del ADN en G. lamblia. Tomado de Morrison ef al., 2007.

2.10.2 Ensambles genéticos

Los estudios realizados en los ultimos afios en el campo de la gendmica en este parasito
intestinal muestran que G. lamblia debe de ser considerado como un complejo de especies
(Ryan y Caccio, 2013). Si bien todos los miembros de este complejo muestran poca
variacion morfologica entre ellos, si presentan diferencias en cuanto a caracteristicas
genéticas y de especificidad de hospedero, por lo cual se clasifican en ocho ensambles o
grupos genéticos en base al polimorfismo del ADN y de proteinas (Tabla 1) (Monis et al.,

2009).

Tablal. Clasificacion de los ensambles genéticos de G. lamblia

Ensa’n?ble Sub ens gmble Hospedero Nombre de especie propuesta
genético genético
Al
A Humanos y animales Giardia duodenalis
All
BIII
B Humanos y animales Giardia enterica
BIV
C Perros Giardia canis
D Perros Giardia canis
E Rumiantes y caballos Giardia bovis
F Gatos Giardia felis
G Roedores Giardia simondi
(No ha sido asignado todavia
H Pinnipedos

nombre de especie)
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Los ensambles genéticos A y B de G. lamblia presentan una mayor especificidad de
hospedero ya que se identifica en el humano, y en otros mamiferos (Monis ef al., 2009). El
ensamble A se encuentra con mayor frecuencia en el ganado (vacas, bufalos de agua,
ovejas, carneros, alpacas y cerdos) y en animales domésticos (perros, gatos y caballos). Por
su parte el ensamble B, en general, presenta menor frecuencia de infeccion en animales
domésticos y en el ganado, pero si se le identifica en un mayor porcentaje en animales
salvajes, como castores, y ratas almizcleras (Feng y Xiao, 2011; Ryan y Caccio, 2013;
Emery-Corbin et al., 2018). Debido a que ambos ensambles infectan tanto al humano como
a varias especies de mamiferos, se consideran ensambles zoonéticos (Ryan y Caccio, 2013;

Naguib et al., 2018).

Estudios previos basados en el andlisis enzimatico y secuenciacion del ADN de
aislamientos de G. lamblia evidencian una subestructuracion dentro del ensamble A, que
permite subdividirlo en dos subgrupos o sub ensambles principales, Al y All (Liu et al.,
2014). De forma general, el sub ensamble Al presenta un mayor rango de hospedero que el
All, el cual se encuentra principalmente en humanos, segin Sprong y colaboradores
(2009). Un tercer sub ensamble, AIIl, se describe también, el cual se considera
estrictamente no zoonotico, debido a que se identificod solamente en animales salvajes
ungulados (Lalle et al., 2007; Liu et al., 2014). De forma similar, en humanos los
aislamientos del ensamble B tienden a formar dos clusters, BIII y BIV, si bien el
polimorfismo en este ensamble es superior al reportado en el ensamble A, por lo que
nuevas variantes y subtipos identificados no tienen aiin una clasificacion establecida (Feng

y Xiao, 2011; Thompson y Ash, 2016; Emery-Corbin ef al., 2018).
2.10.3 Marcadores genéticos utilizados en los estudios moleculares en G. lamblia

Los marcadores genéticos mas utilizados en los ensayos de PCR en G. lamblia son
esencialmente genes eucaridticos conservados: SSU-ARNr, gdh, tpi, factor de
elongacionl-a) (Monis et al, 1999) o genes asociados Unicamente con el parasito (B-

giardina) (Lalle et al., 2005; Naguib et al., 2018).

Es importante notar que existen diferencias en cuanto a la variabilidad genética de estos
marcadores ya que si bien los genes que codifican para el SSU-ARNT, y el factor de
elongacionl-a son altamente conservados, solo permiten la identificacion a nivel de

ensamble, no asi para la diferenciacion entre éstos (Wielinga y Thompson, 2007). No
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obstante debido a la naturaleza multicopia del SSU-ARNT, este locus presenta una gran
sensibilidad y se utiliza para la deteccion de G. lamblia a partir de varias fuentes naturales
(muestras ambientales, heces de humano y de animales) (Minetti et al., 2015; Naguib et

al., 2018).

El gen SSU-ARNT se caracterizé por primera vez por Edlind y Chakraborty (1987), y los
resultados de este trabajo dilucid6 algunas caracteristicas innatas de este gen en G. lamblia,
como son: su pequena talla comparado con otros eucariontes y secuencias ricas en GC
(Edlind y Chakraborty, 1987). Debido a su naturaleza multicopia, este gen es uno de los
mas ampliamente utilizados en la deteccion y tipaje de este parasito intestinal (Forsell et

al., 2016).

La utilidad del gen tpi en la caracterizacion molecular de este protozoo intestinal, se
demostrd inicialmente por Baruch (1996), en aislamientos axénicos provenientes de
humanos y otros mamiferos (Baruch et al., 1996). Debido al alto grado de polimorfismo de
este gen, algunos autores plantean que tiene el poder de resolucion comparado a un analisis
multilocus, por lo que debiera de ser implementado en todo esquema de genotipaje en

G .lamblia (Sulaiman et al., 2003; Ryan y Caccio, 2013; Ghieth et al., 2016).

El ADNr de G. lamblia esta presente en este parasito de 60 a 130 estructuras repetidas.
Como en otros eucariontes, cada estructura repetida estd formada por una subunidad menor
(SSU, del inglés, Small SubUnit) y otra mayor (LSU, del inglés Large SubUnit) y
divididas por espaciadores internos no traducibles (Lee et al, 2006). Los espaciadores
intergénicos (IGS) se encuentran entre cada unidad repetida, y estan compuestos por
regiones variables que permiten poder diferenciar los distintos ensambles (A y B) de
G. lamblia, ademés de su naturaleza multicopia lo que redunda en su utilidad en la

genotipificacion de este protozoo intestinal (Hussein et al., 2017).

El gen gdh se ha utilizado extensivamente como herramienta de genotipaje por
investigadores a nivel mundial (Skhal er al, 2017). Este gen fue caracterizado
originalmente por Monis (1996) en un panel de aislamientos de G. lamblia conservados de
humanos procedentes de varios continentes y establecidos en cultivos in vitro (Monis et
al., 2003). El andlisis de secuencias de este gen permitié desarrollar variantes de la PCR,
como la PCR-RFLP, la cual permite distinguir los ensambles A y B (Monis et al., 1996;

Read et al., 2004), asi como los principales sub ensambles de G. lamblia (Read et al.,
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2004). Si bien este gen tiene un menor grado de polimorfismo que el gen #pi, su utilizacion

resulta importante en el genotipaje exitoso de muestras humanas y de animales domésticos

(Ryan y Caccio, 2013).

Las giardinas son proteinas estructurales de aproximadamente 29-38 kDa. Estas proteinas
se localizan en los microrribones, los cuales son parte del disco ventral de los trofozoitos.
(Caccio et al., 2002). La ventaja de utilizar los genes de las giardinas como marcadores
moleculares para la deteccion de Giardia, radica en que son consideradas como Unicas en
este parasito (Faubert, 2000). Este gen se utilizé6 como marcador molecular por Mahbubani
et al. (1992) para la deteccion de quistes de este parasito a partir de muestras ambientales.
Con la metodologia de la PCR-RFLP implementada por Caccio (2002) la diferenciacion de
los ensambles A y B de G. lamblia es altamente discriminatorio (Ryan y Caccio, 2013).
Este gen es relativamente conservado, y la mayoria de las mutaciones reportadas son
sindnimas, no obstante los andlisis de secuencias han identificado varios subtipos dentro de

cada ensamble (Ryan y Caccio, 2013; de Lucio ef al., 2016).

En los ultimos afios se han adicionado nuevos marcadores genéticos en los estudios
moleculares de esta parasitosis, tales como los genes que codifican para la a-tubulina,

chaperonina 60, ferredoxina y actina (Feng y Xiao, 2011; Ryan y Caccio, 2013).

Aunque no existe un consenso en cuanto a los loci a utilizar en el esquema de genotipaje se
recomienda realizar estudios que incluyan mas de un locus genético para aumentar el poder
discriminatorio (Caccio et al., 2008). Es por ello que varios autores proponen que al
menos, deben estudiarse los genes que codifican para la #pi, gdh, y B-giardina (Caccio et

al., 2008; Feng y Xiao, 2011; Ryan y Caccio, 2013).
2.11 Potencial zoonético de Giardia lamblia

En 1979 la OMS decidié incluir la giardiosis en la lista de enfermedades que podrian ser
zoondticas, siendo esta hipodtesis tomada en base a la ocurrencia de varios brotes por
transmision hidrica ocurridos en América del Norte, en los cuales varios animales salvajes
estuvieron presumiblemente implicados (WHO, 1979). No obstante, en la actualidad no
esta del todo dilucidado la posible transmision zoondtica de aislamientos de G. lamblia

procedentes de animales al humano (Lee et al., 2017).
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Los animales domésticos pueden albergar tanto ensambles de G. lamblia especificos de
hospederos, como ensambles zoondticos, por lo que son necesarios herramientas sensibles
de tipificacion molecular para investigar la transmision que pudiera existir entre los

animales domésticos y el humano (Feng y Xiao, 2011; Tamova et al., 2018).

La infeccion de G. lamblia en animales domésticos, principalmente en perros, constituye
un problema importante en la Salud Publica, ain cuando se considere que el impacto en
perros y gatos deba ser minimo (Thompson et al., 2008). La mayoria de las infecciones por
G. lamblia en perros resultan asintomaticas, no obstante, este protozoo flagelado puede
causar en los canidos, diarreas de curso agudo y crénico, pérdida de peso, malabsorcion,
vomitos y anemia (Garcia-Cervantes et al., 2017). Aunque los ensambles C y D de
G. lamblia son especificos de los canidos, los ensambles A y B se detectan también en
perros y en otros animales (Itagaki et al., 2005; Caccio y Ryan, 2008; Ballweber et al.,
2010). De hecho, los grupos genéticos A y B se reconocen como ensambles genéticos
zoonoticos (Ballweber et al., 2010), por lo que su identificacion en perros resulta muy
importante para la salud publica desde el punto de vista epidemiologico, por la posible

transmision al humano que pudiera existir (Gil et al., 2017).

Se sugiere que pueden existir dos ciclos de transmision en ambientes urbanos domésticos
relacionados con los perros. Estos involucrarian la transmision de ensambles especificos de
hospedero (ensambles C y D) entre los perros y la posible transmision de los ensambles A
y B entre éstos y el humano. La transmision de los ensambles genéticos C y D pudiera
estar favorecida por el intimo contacto entre un gran nimero de perros que normalmente
habitan en grupos, y por lo tanto solaparia la trasmision de otros ensambles genéticos. Por
el contrario, en los perros que conviven con el humano la transmision de estos ensambles
especificos de hospedero entre los perros pudiera ser menor, y por consecuencia la
infecciébn con ensambles potencialmente zoonodticos (A y B) seria mas probable que

persistiera en estos canidos (Claerebout et al., 2009; Garcia-Cervantes et al., 2017).

29



Revision Bibliogrdfica

2.12 Tratamiento

Los medicamentos antigiardidsicos actian contra los trofozoitos y, en general, son menos
capaces de penetrar la pared de los quistes. La eliminacion de los quistes de las heces
después de un tratamiento se debe a la accion del medicamento empleado sobre las formas
trofozoiticas que los originan y no a un efecto directo sobre ellos (Fonte y Almannoni,

2009).

Varios agentes antimicrobianos, en particular aquellos de la clase de los 5-nitroimidazoles
(5-NI), son utilizados cominmente en el tratamiento de la giardiosis. Cuatro drogas de este
grupo han mostrado categéricamente actividad antigiardidsica: metronidazol, tinidazol,
secnidazol y ornidazol. Esta clase fue descubierta en 1955 y en aquel entonces mostrd una

alta efectividad frente a varias infecciones causadas por protozoos (Gardner y Hill, 2001).

Estos compuestos, los cuales contienen un grupo nitro en la posicion 5 del anillo
imidazolico, son profirmacos que requieren su activacion mediante las reductasas
microbianas. La reduccion del grupo nitro es el primer paso hacia la formacion de un grupo
de radicales libres, los que se unen y dafian a la molécula diana microbiana. La activacion
del farmaco es necesaria para la actividad antimicrobiana, y es muy especifica para
G. lamblia debido a sus reacciones de bajo potencial redox. Ademas del metronidazol, el
farmaco que con mayor frecuencia se utiliza, se encuentran en el mercado el tinidazol,
ornidazol y el secnidazol, con patrones de actividad similares al metronidazol, pero con

mayores valores de vida media en el suero (Miiller et al., 2013).

Desde inicios de 1950 el metronidazol y otros imidazoles han sido utilizados como terapia
de eleccion contra la giardiosis, sin embargo la falla terapéutica se reporta en todos los
agentes antigiardiasicos que se utilizan comunmente, incluyendo el metronidazol,
quinacrina, furazolidona y albendazol (Escobedo y Cimerman, 2007). Aunque el
metronidazol y los otros nitroimidazoles son capaces de eliminar eficientemente las células
de G. lamblia, el empleo de estos farmacos con frecuencia se asocia con recurrencia de los
sintomas en los pacientes infectados por este pardsito. Si se tiene en cuenta que la
resistencia a los farmacos antiprotozoarios es una de las causas del fallo terapéutico, en
ocasiones es dificil discriminarlo con los fendmenos de cura parasitologica seguida de una

reinfeccion, y otros efectos como la intolerancia a la lactosa (Barbosa et al., 2014).
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A mediados de la década de 1990, se desarrolld otro grupo nitro, los tiazoles, dentro del
cual se encuentra la nitazoxanida, con efectividad frente a G. lamblia. Similar a los
farmacos 5-NI, requiere su activacion mediante las reductasas microbianas, pero puede
tener pequenas diferencias en cuanto a los requerimientos de activacion y dianas celulares,
como lo demuestran experimentos en los que lineas de Giardia resistentes al metronidazol
y resistencia cruzada a otros farmacos del grupo 5-NI, presentan en menor grado

resistencia a la nitazoxanida (Miiller et al., 2013; Waddington et al., 2018).

Dos miembros de la clase de los benzimidazoles, el albendazol y el mebendazol, se utilizan
en el tratamiento de la giardiosis. Los benzimidazoles ejercen su efecto toxico sobre
G. lamblia al unirse al citoesqueleto del parasito. Esta union trae consigo la inhibicién de
la polimerizacion del citoesqueleto y un desbalance en el consumo de glucosa (Caifiete,
2013). Estos compuestos son poco absorbidos en el tracto gastrointestinal, por lo que se
recomienda que se tomen con comidas ricas en grasa para aumentar su absorcion (Canete,
2013). Tres hechos han motivado su empleo en el tratamiento de la giardiosis: su relativa
alta eficacia antigiardiasica, la baja frecuencia de reacciones colaterales asociada a su uso'y
su probada capacidad para el control de las geohelmintosis, lo que los hace muy utiles en

condiciones de poliparasitismo (Figura 6) (Miiller et al., 2013; Waddington et al., 2018).

Otros farmacos que se utilizan, aunque en menor proporcion, son la quinacrina, que se
utiliza casi exclusivamente, en casos de fallos terapéuticos reiterados con otros
medicamentos, la furazolidona, paromomicina y bacitracina-zinc (Miiller et al., 2013;

Waddington et al., 2018).

Clase de Estructura Modo de accidn
compuesto propuesto
5-Nitroimidazoles — .4 ;;L__F!ﬁ Inactivacion de
(metronidazol) o z N proteinas y del ADN
-l
. Inactivacién de
5-Nitrofuranos H_ﬂp °
(Furazolidona) O et 1 proteinas y del ADN
] Inactivacion de
5-Nitrotiazoles “D’:l"l"{-‘}ih—ql proteinas y del ADN

(Nitazoxanida)

Ry
Inhibicion de la =
sintesis del ADN

Acridinas
(Quinacrina)

T
L
[
Benzimidazoles I\IC;:H S, Interferencia con
(Alnbendazol) h el citoesqueleto
Fig. 6. Estructura y modo de accion de las principales clases de compuestos
antigiardiasicos.

R

31



Materiales y Métodos

«€Lo

CAPITULO III: MATERIALES Y METODOS

3.1 Estudio transversal de la giardiosis en el periodo 2010-2013

3.1.1 Diseifio general del estudio
Tipo de estudio: Estudio de corte transversal que abarco tres estudios

La presente investigacion abarcd un horizonte temporal de 4 anos (2010-2013) e
incluyo tres estudios que comprendieron el andlisis de los factores de riesgo de la
giardiosis en poblacion pediatrica y la relaciéon de la caracterizacion molecular de
aislamientos de Giardia lamblia con manifestaciones clinicas en los nifios infectados
con este protozoo intestinal de importancia médica, en tres escenarios diferentes: 1)
nifos con sintomatologia gastrointestinal atendidos en el HPD-WS y nifios provenientes
de tres circulos infantiles de La Habana 2) nifios escolares de cuatro municipios de La

Habana y 3) nifios preescolares del municipio Fomento, provincia Sancti Spiritus.
3.2. Organizacion de la presente investigacion

Para una mejor comprension del hilo conductor de los estudios realizados, se expone a

continuacion, un esbozo de los mismos:
Horizonte temporal: 1ro de enero 2010-31 de diciembre 2013

«» Estudio 1: Periodo 1ro de marzo 2010- 31 de Octubre 2011: 452 ninos,
divididos en 289 preescolares y escolares de la Habana remitidos al HPD-WS
por sintomas gastrointestinales, y 163 de circulos infantiles de los municipios
Arroyo Naranjo y Boyeros, como parte del programa de pesquisa parasitologica.

¢ Estudio 2: Periodo 1ro de enero a 31 de diciembre de 2013: 639 nifios escolares
de cuatro escuelas primarias procedentes de los municipios Plaza de la
Revolucion, Playa y Boyeros. Pesquisa parasitologica.

¢ Estudio 3: Periodo 1ro de enero a 30 de junio de 2013: 417 nifios preescolares

del municipio Fomento, Sancti Spiritus. Pesquisa parasitologica.
La logica de las investigaciones fue la siguiente:

¢ Describir el comportamiento de la giardiosis en nifios escolares y preescolares de

La Habana y preescolares de Fomento (Estudios 1-3).
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¢ Andlisis de factores de riesgo para esta parasitosis en nifios escolares de La
Habana y preescolares de Fomento (Estudios 1-3).

¢ Caracterizacion molecular de aislamientos de G. [lamblia mediante dos
marcadores moleculares ensamble especificos (Estudios 1-3).

¢ Evaluacion de marcadores y métodos moleculares para determinar los ensambles
de G. lamblia y andlisis de la concordancia mediante el indice de kappa
(Estudios 1-3).

*» Asociacion entre los ensambles de G. lamblia y caracteristicas clinicas en nifios

infectados por este protozoo intestinal (Estudios 1-3).

3.3 Universo y muestra de estudio

Estudio 1: Universo: 452 nifios, divididos en 289 preescolares y escolares de la Habana
remitidos al HPD-WS por sintomas gastrointestinales, y 163 procedentes de circulos
infantiles de los municipios Arroyo Naranjo y Boyeros. Muestra: 103 nifios infectados

por G. lamblia

Estudio 2: Universo: 639 nifios escolares de los municipios Plaza de la Revolucion,

Playa y Boyeros. Muestra: 76 nifios escolares infectados por G. lamblia

Estudio 3: Universo: 417 nifios preescolares procedentes del municipio Fomento,

provincia Sancti Spiritus. Muestra: 45 nifios preescolares infectados por G. lamblia

En el primer estudio se incluyeron a todos los nifios preescolares y escolares remitidos a
consulta externa del HPD-WS con sintomatologia gastrointestinal. Este hospital ubicado
en el suroeste de la capital, Referencia Nacional en la investigacion y tratamiento de
varias patologias en nifios, atiende a una poblacion superior a los 380 mil habitantes,

provenientes principalmente de los municipios Boyeros y Arroyo Naranjo.

Como parte de la pesquisa parasitologica que se realiza en poblacidon preescolar en La
Habana, se seleccionaron ademds por criterio de expertos, teniendo en cuenta la
cercania al HPD-WS vy al IPK, tres circulos infantiles, correspondientes a los municipios
Boyeros (Casita de Chocolate), Arroyo Naranjo (Florecitas del Naranjo) y La Lisa
(Pioneritos del Futuro), en las proximidades del HPD-WS y del IPK, respectivamente.
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El segundo estudio de giardiosis llevado a cabo en nifios de edad escolar, se
seleccionaron por criterio de expertos, como parte de la pesquisa parasitoldgica que se
realiza en escuelas primarias de todos los municipios de la capital, cuatro escuelas: dos
del municipio Boyeros (Republica Popular de Angola y Argenis Burgos), una del
municipio Playa (Vo Thi Thang) y otra del municipio Plaza de la Revolucion

(Combatientes de Bolivia).

Para el tercer estudio se selecciond, por criterio de expertos, el municipio de Fomento,
de la provincia Sancti Spiritus, debido a que este municipio en el afio 2004 reportd
cifras elevadas de prevalencia de infecciones parasitarias intestinales (Wordemann et
al., 2006), y posteriormente, como parte de un proyecto de trabajo del INHEM vy el IPK
en poblacion preescolar se trabajo en la disminucion de las parasitosis intestinales

mediante trabajos de intervencion educativa.

Se incluyeron en los tres estudios realizados, a aquellos nifios cuyos padres o tutores
aceptaran participar voluntariamente. Una autorizacion escrita fue obtenida de las
madres, padres o tutores de los nifios, antes de comenzar el estudio, por lo que se

confecciond un modelo de consentimiento informado (Anexo 1).

Todos los nifos infectados por G. lamblia y/u otro protozoo o helminto de importancia
médica fueron tratados con farmacos antiparasitarios de eleccion por los médicos
especialistas en Parasitologia y/o Pediatras segiin esquemas terapéuticos previamente
establecidos en el HPD-WS (Kappagoda et al, 2011.; Keiser ef al, 2011). A todos se les
realizé un seguimiento post tratamiento para verificar la cura parasitologica mediante el

analisis de muestras de heces, una semana después de finalizado el tratamiento.
3.4 Criterios de inclusion y exclusion

3.4.1 Criterios de inclusion

- Todo nifio cuyo padre o tutor diera su consentimiento informado voluntario

(Anexo 1) para este estudio.

- Todo nifio que no se encontrarse bajo tratamiento antiparasitario.
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3.4.2 Criterio de exclusion

- Padres o tutores que no dieran su consentimiento a participar voluntariamente en

el estudio.

- Niflos que fuesen medicados en un periodo anterior de 3 meses con farmacos

antiparasitarios.

3.5. Operacionalizacion de las variables

En la tabla 2 se exponen las variables que se analizaron en la encuesta confeccionada

para recoger datos clinico-epidemiologicos de interés (Anexo 2).

Tabla 2. Variables a estudiar en las encuestas realizadas en nifios de La Habana y de
Fomento, 2010-2013.

Variables sociodemograficas

Nombre de la variable | Naturaleza Operacionalizaciones Mediciones
Edad Cuantitativa Tiempo en meses o afios desde | Numeros absolutos,
discreta nacimiento Medidas de tendencia
central y de dispersion.
Sexo Cualitativa M (masculino) Numeros absolutos,
nominal ) porcentajes, tasas
D F (femenino) :
dicotémica especificas.
Peso Cuantitativa Medida antropométrica Numeros absolutos,
continua expresada en kilogramos porcentajes, tasas
especificas.
Talla Cuantitativa Medida antropométrica Numeros absolutos,
continua expresada en centimetros porcentajes, tasas
especificas.
Afos de vida Cualitativa Coinciden con la descripcion Numeros absolutos,
ordinaria ofrecida por los circulos porcentajes, tasas

infantiles

especificas.
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Factores relacionados con la vivienda
Nombre de la variable Naturaleza Operacionalizaciones Mediciones
Localizacion de la Cualitativa U (urbana) Numeros absolutos,
vivienda nominal porcentajes, tasas
T R (rural) ,
dicotomica especificas.
No. miembros nucleo Cuantitativa Expresada en ntimeros Numeros absolutos,
familiar discreta porcentajes, tasas
especificas.
No. de habitaciones en la | Cuantitativa Expresada en ntimeros Numeros absolutos,
vivienda discreta porcentajes, tasas
especificas.
Factores higiénicos-dietéticos del nifio
Nombre de la variable Naturaleza Operacionalizaciones Mediciones
Consumo de agua Cualitativa Si Numeros absolutos,
hervida nominal porcentajes, tasas
T No ]
dicotomica especificas.
Succioén digital o del tete | Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas
T No ,
dicotomica especificas.
Lavado de manos Cualitativa Si Numeros absolutos,
después de ir al bafio nominal porcentajes, tasas
dicotomica No especificas.
Lavado de manos antes y | Cualitativa Si Numeros absolutos,
después de ingerir nominal porcentajes, tasas
alimentos dicotémica No especificas.
Lavado de frutas y Cualitativa Si Numeros absolutos,
verdura antes de nominal porcentajes, tasas
ingerirlas dicotémica No especificas.
Contacto estrecho con Cualitativa Perros (Pe) Numeros absolutos,
animales nominal porcentajes, tasas
politomica Gatos (G) especificas.
Caballos (Ca)
Péjaros (P4j)
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Palomas (Pa)
Pollos (Po)

Cerdos (Ce)

Reses (R)

Lactancia materna Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas
dicotémica No especificas.

Procedencia del agua de | Cualitativa Acueducto (A) Numeros absolutos,

consumo nominal porcentajes, tasas
politomica Pozo (Po) especificas.

Hervida (He)
Pipa (P1)
Antecedentes personales | Cualitativa Si Numeros absolutos,
de parasitismo nominal porcentajes, tasas
T No ]
dicotomica especificas.

Sintomas y signos digestivos y otros

Nombre de la variable Naturaleza Operacionalizaciones Mediciones
Cualitativa Si Numeros absolutos,

| - nominal porcentajes, tasas

Dolor abdomina dicotémica No especificas.

Voémitos Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas
dicotomica No especificas.

Nauseas Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas

T No ]
dicotomica especificas.

Pérdida de peso Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas

ST No ]
dicotomica especificas.

Prurito anal Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas

ST No ]
dicotomica especificas.
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Pérdida del apetito Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas
T No ,
dicotémica especificas.
Fatiga Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas
ST No .
dicotémica especificas.
Flatulencia Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas
ST No .
dicotémica especificas.
Fiebre Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas
ST No .
dicotémica especificas.
Ronchas Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas
ST No .
dicotomica especificas.
Cefalea Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas
ST No .
dicotémica especificas.
Diarreas Cualitativa Si Numeros absolutos,
nominal porcentajes, tasas
ST No ]
dicotémica especificas.
Caracteristicas entre los que tengan diarreas
Nombre de la variable Naturaleza Operacionalizaciones Mediciones
Duracion (No. de dias) Cuantitativa Medida expresada en nimero de | Numeros absolutos,
discreta dias porcentajes, tasas
especificas.
Frecuencia (No. de Cuantitativa Medida expresada en nimero de | Numeros absolutos,
diarreas en 24 h) discreta diarreas porcentajes, tasas
especificas.
Tratamiento Cualitativa Si Numeros absolutos,
antiparasitario nominal porcentajes, tasas
ST No ]
dicotémica especificas.
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Relacionadas con el examen macroscopico

Consistencia de las heces | Cualitativa Moldeada (M) Numeros absolutos,
nominal ) porcentajes, tasas
politomica Semipastosa (Sp) especificas.

Pastosa (P)
Semiliquida (SI)
Liquida (L)
Color de las heces Cualitativa Amarillo-marréon (Am) Numeros absolutos,
nominal ) ) porcentajes, tasas
P Rojo-marron (Rm) ,
politomica especificas.
Naranja (N)
Verdosa (V)
Negruzca (N)
Presencia de sangre en Cualitativa Si Numeros absolutos,
las heces nominal porcentajes, tasas
T No ]
dicotomica especificas.

Presencia de moco en las | Cualitativa Si Numeros absolutos,

heces nominal porcentajes, tasas
dicotémi No ]

icotdmica especificas.

Presencia de restos Cualitativa Si Numeros absolutos,

alimentarios en las heces | nominal porcentajes, tasas
dicotomica No especificas.

Presencia de helmintos Cualitativa Si Numeros absolutos,

adultos en las heces nominal porcentajes, tasas

ST No ]
dicotomica especificas.

Relacionadas con el examen microscopico

Nombre de la variable Naturaleza Operacionalizaciones Mediciones

Parasitos Cualitativa Trichuris trichiura, Numeros absolutos,
nominal Enterobius vermicularis, porcentajesj tasas
politomica Ascaris lum‘brzcmdes, especificas.

Hymenolepis nana,
H. diminuta,
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Entamoeba coli,

E. histolytica/ E.dispar,
Taenia spp.,

Giardia duodenalis

Blastocystis spp.,
ancylostomideos,

Strongyloides stercoralis,

Cryptosporidium spp.,
Cyclospora cayetanensis,
Cystoisospora belli

Parasitados Cualitativa Si Numeros absolutos,

nominal porcentajes, tasas
ST No ,
dicotémica especificas.

3.6 Técnica de recogida de informacion

A todos los casos les lleno una encuesta previamente confeccionada para recoger datos
clinico-epidemiologicos de interés (Anexo 2), que se ha empleado por el Laboratorio
Nacional de Referencia de Parasitismo Intestinal del IPK (LNR-PI-IPK) en otras
investigaciones similares (Lopez et al., 1993). Las variables relacionadas con los
sintomas y signos causados por la infeccion con G. lamblia se concibieron sobre la base
del cuadro clinico reportado por la literatura médica como posibles para la giardiosis
(Procop, 2001). Los principales sintomas recogidos en el cuestionario fueron: diarrea,
dolor abdominal, pérdida de peso, vomito, falta de apetito, cefalea, entre otros. La
definicion de sintomas y signos se realizé de acuerdo a la definicion de criterios

semiologicos clasicos (Llanio et al., 1991).

A todos los nifilos que presentaron al menos un sintoma gastrointestinal (dolor
abdominal, vémito, nausea, flatulencia, diarrea, pérdida de peso, pérdida de apetito) se
clasific6 como sintomatico. La diarrea fue definida como la eliminacioén de tres o mas
deposiciones liquidas en un periodo de 24 horas (Procop, 2001). Se consideraron nifios
asintomdticos a todos aquellos que no presentaron ningin sintoma especifico de

infeccidn gastrointestinal en el momento de recogida de la muestra de heces.

Las variables epidemiologicas recogidas estuvieron divididas en habitos higiénico-
sanitarios y variables demograficas, consideradas como posibles favorecedoras del

riesgo de exposicion. En el primer grupo de variables analizadas estuvieron el lavado de
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manos antes de comer y después de defecar, hdbito de hervir agua, presencia de

animales domésticos en la casa, lavado de frutas y alimentos, entre otros.
3.7. Estudio parasitologico de las muestras de heces de nifios

A todos los nifios que formaron parte de la presente investigacion, se les tomaron tres
muestras de heces para estudio parasitoldgico, en dias alternos. Las muestras fueron
recogidas en frascos limpios y etiquetados y procesadas en el Laboratorio de
Parasitologia del HPD-WS (Estudio 1), en el LNR-PI-IPK (Estudio 2), y en el Centro

Provincial de Higiene y Microbiologia de Fomento, Sancti Spiritus (Estudio 3).

Las muestras de heces se analizaron mediante los métodos de examen directo con lugol
y eosina, y la técnica de concentracion de formol-éter de Ritchie para la busqueda de
quistes y trofozoitos de G. lamblia. Ademds se realizaron las técnicas de Willis
modificado, especifica para huevos ligeros de helmintos, y de Zielh-Neelsen modificada

para la deteccion de coccidias intestinales (Garcia, 2001).

Tras la realizacion de las técnicas coproparasitologicas, se adicion6 a todos los frascos
con muestras de heces positivas a G. lamblia, el preservante dicromato de potasio a

2,5% y se conservaron en el LNR-PI-IPK a 4°C.
3.7.1 Examen directo con eosina y lugol parasitolégico (Nunez y Cordovi, 2007)

Para el examen directo se tomaron pequefios fragmentos de heces de la superficie y que
se diluyeron, sobre una lamina, en una gota de eosina y de lugol, respectivamente. Se
observo al microscopio con lente ocular 10X y con objetivo 10X primero para el
diagnostico de larvas y huevos de helmintos, y posteriormente a 40X para observar los
protozoos intestinales. Los trofozoitos y quistes de protozoos se destacaron como
elementos nacarados translucidos sobre el fondo rosado de eosina. En cuanto a la
tincidn con lugol, esta permitid la coloracion de estructuras internas, tales como nucleos

y vacuolas de glucogenos, importantes en la diferenciacion de protozoos intestinales.
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3.7.2 Examen por concentracion de formol-éter/etil acetato de Ritchie (Nufiez y
Cordovi, 2007)

A una porcion de la materia fecal solida se le agregaron 10 mL de solucién salina
fisiologica (NaCl a 0,9%) y se mezcld hasta que quedase liquida. A las muestras
liquidas se le adicion6 a completar directamente dicho volumen. Cada muestra se filtro
a través de una gasa doble y humeda y se centrifugd a 600-800 g, por 2 min. Se decanto
el sobrenadante, se diluyo el sedimento en solucidn salina, se centrifugd nuevamente vy,
al sedimento obtenido, se le agregaron10 mL de formol a 10%. Se adicionaron 3 mL de
acetato de etilo, y se agitd la mezcla vigorosamente durante 30 segundos. Una ultima
centrifugacion a 800 g por 2 min, permitio la concentracion de los parasitos intestinales

en el sedimento.

3.7.3 Técnica de Willis modificada para huevos ligeros de helmintos (Nufiez y
Cordovi, 2007)

En un vasito plastico o de cristal de no mas de 30 mL de capacidad, preferentemente
cilindrico o cénico con el extremo inferior mas estrecho, se vertieron de 10 a 15 mL de
la solucion de alta densidad a base de sal, azucar y una pequeiia cantidad de formol en
las siguientes proporciones: 180 g de Cloruro de sodio, 500 g de aztcar, 20 mL de
Formo a 40 % y 1200 mL de agua corriente. Esta soluciéon debe dar una densidad de

1200.

Se disolvieron aproximadamente 2 gr. de las heces con un aplicador de madera o
plastico desechable. Una vez llenado el vasito con la misma solucion hasta el borde sin
que rebosase, se coloco un portaobjetos de manera que el liquido contactara con la
superficie del portaobjeto y se mantuvo asi de 15 a 20 minutos. Pasado ese tiempo, se
tomo el portaobjetos con un movimiento de volteo rapido de manera que el liquido no
se escurriera de la ldmina y se trasladé al microscopio para su observacion con ocular

10X y objetivo 10X, recorriendo toda la ldmina con ese aumento.
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3.7.4 Coloracion de Zielh Neelsen modificada para coccidias intestinales (Nufez y
Cordovi, 2007)

Esta técnica de coloracion constituye el método de referencia para el diagnostico de
certeza de los coccidios intestinales: en especial, Cryptosporidium spp., y Cyclospora

cayetanensis.

A las muestras de heces liquidas se les realizd una extension en lamina portaobjeto.
Cada extendido se fij6 en metanol durante cinco minutos y posteriormente se realizo el
secado de las mismas a temperatura ambiente. Se colocaron las laminas durante una
hora en una solucion de fucsina fenicada, y lavadas con agua corriente, una vez
transcurrido este tiempo. La decoloracion de los extendidos se llevo a cabo con solucion
de H2SO4 a 2% durante 20 seg. Tras el lavado de las laminas con agua corriente se
colorearon con solucién de verde malaquita a 5% durante 5 minutos. Se observaron las

laminas al microscopio con objetivo 40X.
3.8 Extraccion y purificacion del ADN

A todas las muestras de heces que presentaron quistes y/o trofozoitos de G. lamblia en
los estudios parasitologicos, se les realizo la técnica de extraccion del ADN mediante el
método del fenol-cloroformo (Maniatis et al., 1992). El precipitado obtenido luego de la
purificacion de los quistes, fue resuspendido en 300 pL. de tampon de lisis (Tris-HC1 50
mM pHS, EDTA 25 mM, NaCl 25 mM, SDS a 1%) y 100 pg/mL de proteinasa K
(Boehringer Mannheim, Alemania), incubandose 2 horas a 56 °C. Posteriormente se
realizaron dos extracciones de proteinas con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1, v/v/v) y cloroformo-alcohol isoamilico (24:1, v/v) con sus respectivas
centrifugaciones a 8000 g por 10 minutos. El material genético se precipitd con dos
volumenes de etanol absoluto y 30 puL de acetato de sodio (0,3 M pH 5,3) durante 30
minutos a -20 °C. El precipitado, que se obtuvo por centrifugacion a 10 000 g durante
20 minutos, se lavo con etanol a 70 % y se secd a temperatura ambiente, para
resuspenderse finalmente en 50 uL de tampon Tris-EDTA (TE; Tris-HCI 1 mM EDTA
1 mM, pH 8,0) y se conservéd a —20 °C. En cada etapa del proceso se incluy6 un control

de extraccion de 50 uL de solucion tamponada, en vez de ADN del parésito.
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3.9 Caracterizacion molecular de los aislamientos de G. lamblia

Dada las caracteristicas particulares del genoma diploide de este parasito intestinal y la
heterogeneidad de secuencias alélicas que se identifican entre los diferentes
aislamientos, se precisa de un analisis de al menos dos marcadores genéticos (Ryan y
Caccio, 2016). Es por ello que la amplificacion del ADN de G. lamblia se llevod a cabo
mediante el gen #pi, uno de los mas utilizados en Giardia, en combinacion con los genes
IGS-ADNr (Estudio 1), E1 (Estudio 2 y gdh (Estudio 3), respectivamente, utilizando
métodos moleculares (PCR a punto final, PCR anidada y PCR-RFLP) para la
identificacion de los ensambles A, B y A+B y/o sub ensambles (Figura 7). Especificar
que en el Estudio 1 se pudo determinar los sub ensambles Al, All, mientras que en el
Estudio 3 fue posible identificar tanto los sub ensambles Al y AIl como los sub
ensambles BII y BIV (Tabla 3).
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Tabla 3. Relacion de los blancos genéticos y los métodos moleculares empleados en los
estudios de caracterizacion molecular de G. lamblia. La Habana y Fomento, periodo

2010-2013.
Método Gen Cebador Secuencia 5'-3 ' Especie/Ensamble/ Tamafno Referencia
molecular Sub ensamble del bibliografica
amplicén
(pb)
tpiA-F GGAGACCGACGAGCAAAGC . .
PCR a 1piA-R CTTGCCAAGCGCCTCAA Giardia lamblia/ A 148
punto final .
Tpi Bertrand
tpiB-F AATAGCAGCACARAACGTGTATC .. . tal.. 2005
iBR TG CCCATGTCCAGCAGCATC Giardia lamblia/ B 81 etdl,
GLF GACCGTCGTGAGACAGGTTAG Giardia lamblia 560
GSR CCTGCTGCCGTCCTTGGATG
PCR IGS- GAIF GGTTTGCCGTGATATGCA Giardia lamblia/ A/ AL 176
anidada  APNT GA2F CCCTCCAGAGCAGMRTGAGA  Giardia lamblis/AJAL 261 Lee
GBF GRCAGGGTGCTCAGGTG Giardia lamblia/ B 319 etal,2006
GABR AGCACCTTGTCCTATAYAGT
Afor AAAGAGATAGTTCGCGATGTC . .
Arev  ATTAACAAACAGGGAGACGTATG  Cardialamblia/ A 165
PCR a El Vanni
punto final Bfor GAAGTCATCTCTGGGGCAAG L .
Brev GAAGTCTAGATAAACGTGTCGG Giardia lamblia/ B 272 etal., 2012
GDHeF TCAACGTYAAYCGYGGYTTCCGT Giardia lamblia 432 Read
PCR-RFLP edh GDHiF CAGTACAACTCYGCTCTCGG
GDHiR GTTRTCCTTGCACATCTCC AT/AIl/BIII/BIV et al., 2004
Estudio 1 Estudio 2 Estudio 3
l ‘,:’/ Gen \ e Gen
\_ann &
PCR a PCR PCR a PCR a PCR a punto PCR anidada
punto final anidada punto final punto final final + RFLP
Ensambles Ensambles Ay B bl E bl Ensambles Ensambles A v B
3B Sul‘::;cln;a‘:l]?les En;a;nB es n;a?lB es AyB Sub en];i;]t:t[l];lg I‘:;I: AlL

Figura 7. Diagrama de los métodos moleculares empelados en la presente investigacion
de La Habana y Fomento 2010-2013.
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Se incluyé en cada experimento de la PCR un control positivo para los ensambles
genéticos A y B de G. lamblia, los que fueron tomados de muestras de pacientes
caracterizadas en ensambles genéticos A y B todos procedentes del Laboratorio
Regional de Salud Publica, de Enschede, Holanda. De igual forma, se utilizaron
controles positivos para los sub ensambles Al (G. lamblia WB) y All (G. lamblia K1) y
para los sub ensambles BIII (G. lamblia RD 25) y BIV (G. lamblia CA 14) donados por
el Laboratorio de Parasitologia de la Universidad de Berna, Suiza. Se incluyo
igualmente un control negativo en cada experimento, conteniendo H,O destilada estéril

en lugar de ADN molde de G. lamblia.
3.9.1 PCR punto final- #pi

Se analizaron todas las muestras con los dos juegos de cebadores por separados para
identificar de manera independiente los ensambles A y B de G. lamblia. La mezcla de
reaccion para la amplificacion del ADN se llevd a cabo en un volumen final de 25 pL
teniendo en cuenta las condiciones de amplificacion descritas por Bertrand et al.,
(2005), conteniendo 2,5 uL de tampon TopTaq Master Mix Kit (Tris-HCI 670 mmol/L
pH=8,8; (NH4),SOs 160 mmol/L; Tween 20 0,1%) (Qiagen, Alemania), SuL de
solucion Q, 2,5 mM de MgCl,, 200 uM de cada uno de los ANTP (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP) (Applied Biosystem, USA), 0,4 uM del cebador oligonucleotido, 1U de Taq
Polimerasa (Qiagen, Alemania) y 5 uL del molde de ADN.

La reaccion transcurrio en un termociclador (MJ Research, Estados Unidos de América
(EUA) con el siguiente perfil de amplificacion: desnaturalizacion inicial de 94°C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 30

segundos a 72°C y una extension final de 7 minutos a 72°C.

3.9.2 PCR anidada- IGS-ADNr
La amplificacion de los espaciadores intergénicos del ADNr de G. lamblia se realizd

mediante la técnica de PCR anidada descrita por Lee et al., (20006).

La mezcla de reaccion para la primera amplificacion del ADN se llevo a cabo con los
cebadores GLF y GSR en un volumen final de 25 pL conteniendo 2,5 uL de tampdn
TopTaq Master Mix Kit (Tris-HCl 670 mmol/L pH=8,8; (NH4),SO4 160 mmol/L;
Tween 20 0,1%) (Qiagen, Alemania), SuL de solucion Q, 200 uM de cada uno de los
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dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) (Applied Biosystem, EUA), 0.4 uM del cebador
oligonucleétido, 2,5 mM de MgCl,. 0,5U de Taq Polimerasa (Qiagen, Alemania), y 5
uL del molde de ADN. Posteriormente 2 uL. del ADN molde de esta primera reaccion
se adicionaron a los tres juegos de PCR, GAIF/GABR (Sub ensamble Al),
GA2F/GABR (Sub ensamble AlIl) y GBF/GABR (Ensamble B), respectivamente, para
la segunda PCR.

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador (MJ Research, EUA) con el siguiente
perfil de amplificacion para las dos PCR: desnaturalizacion inicial de 94°C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 53°C y 60

segundos a 72°C y una extension final de 7 minutos a 72°C.
3.9.3 PCR a punto final E1

Se utilizo la PCR-E para diferenciar los ensambles A y B de G. lamblia en muestras de

heces, segiin protocolo descrito por Vanni et al., (2012).

La mezcla de reaccion se realizd en un volumen final de 25 pL y contuvo 2,5 pL de
tampon GeneAmp® 10X (tris-HCl 100 mM pH 8,3; MgCl, 15 mM, KCI 500 mM,
gelatina a 0,01%) (Applied Biosystem, Estados Unidos de América, (EUA)), 200 uM de
cada uno de los ANTP (Applied Biosystem, EUA), 0,4 uM de cada uno de los
cebadores, 2, 1U de GoTaq® DNA Polimerasa (Applied Biosystems, EUA), y 5 uL de
ADN molde.

El programa utilizado en el termociclador (Gene Amp PCR System 9700, Applied
Biosystems, EUA) para la amplificacién fue: desnaturalizacion inicial de 94°C durante
5 minutos, seguido de 40 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C y 30

segundos a 72°C y una extension final de 7 minutos a 72°C.
3.9.4 PCR-RFLP- gdh

Se realiz6 una PCR semi anidada siguiendo el protocolo descrito por Read et al.,
(2004). La mezcla de reaccion se llevdo a cabo en un volumen final de 25 pL
conteniendo 2,5 pL de tampon GeneAmp® 10X (Applied Biosystem, EUA) (tris-HCI
100 mM pH 8,3; MgCl, 15 mM, KCI1 500 mM, gelatina a 0,01%), 200 uM de cada uno
de los ANTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) (Applied Biosystem, EUA), 0,4uM del
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cebador oligonucleodtido, 2,5 mM de MgCl, 1U de AmpliTagq® DNA Polimerasa
(Applied Biosystem, EUA) y 5 uL de ADN.

La reaccion transcurrid en un termociclador (MJ Research, EUA) con el siguiente perfil
de amplificacion: desnaturalizacion inicial de 94°C por 2 minutos, seguido de 55 ciclos
de: 2 minutos a 94°C, 1 minuto a 56°C y 2 minutos a 72°C, con una extension final de 7
minutos a 72°C para la primera ronda de la PCR utilizando los cebadores GDHeF y
GDHIiR. Para la segunda ronda de la PCR se utilizaron los cebadores GDHiF y GDHiR
con el siguiente programa: 55 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 20 segundos a 56°C y 45

segundos a 72°C, con una extension final de 7 minutos a 72°C.

Los productos obtenidos de la PCR fueron digeridos con la enzima de restriccion Nla
IV (New England Biolabs, EUA) a 37°C durante 4 horas, siguiendo el método de Read
et al., (2004) (Tabla 4).

Tabla 4. Talla esperada de la digestion de los productos de la PCR- gdh con la enzima
de restriccion Nla IV (Read et al, 2004).

Productos esperados con la digestion de la enzimas Nla IV de los productos de la

PCR-gdh
Ensamblaje Talla del fragmento en pares de base (pb)

Al 90 pb, 120 pb y 150 pb

All 70 pb, 80 pb y 120 pb

BIII 120 pb y 290 pb

BIV 120 pb y 290 pb
C 70 pb, 120 pb y 190 pb
D 120 pb y 250 pb
E 80 pb, 100 pb y 220 pb

Para aquellos aislamientos de G. lamblia cuyos patrones de bandas correspondieran al
ensamble genético B se utiliz6 2U de la enzima de restriccion Rsa I a 37°C durante 3

horas (New England Biolabs, EUA) para diferenciar los sub ensambles BIIIl y BIV. En
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el primer caso (sub ensamble BIII) se obtuvo patrones de 130 pb y 300 pb, mientras que

para el sub ensamble BIV el fragmento esperado fue de 430 pb.

3.9.5 Visualizacion de los productos de PCR y la digestion utilizadas en la

caracterizacion genética de G. lamblia

Para la detecciéon de todos los productos obtenidos mediante las distintas PCR se
analizaron 10 pL de cada mezcla resultante en electroforesis en gel de agarosa al 2 %,
preparando un tampoén tris borato EDTA (TBE 0,5x) con bromuro de etidio 0,5ug /mL.
El marcador de peso molecular utilizado fue Gene Ruler ™ 100 bp DNA Ladder (MBI,
Fermentas, St Leon-Rot, Alemania. La corrida electroforética se realizdé con la fuente
(Eurogentec Mupid exU, Seraing, Bélgica), aplicando las muestras a 120V por 30
minutos. La lectura del patron de bandas de los productos obtenidos de la PCR-RFLP se
realiz6 en electroforesis en gel de agarosa a 3 %, utilizando tampon tris borato EDTA
(TBE 0,5x) con bromuro de etidio 0,5ug /mL. La corrida electroforética se realizd, de
igual forma, con la fuente (Eurogentec Mupid exU, Seraing, Bélgica), aplicando las
muestras a 3,5V/cm por 2 horas. La visualizacion de los productos de amplificacion y
de digestion se llevaron a cabo mediante luz ultravioleta en un equipo para la

visualizacién de geles, U: Genious (Syngene, Reino Unido).
3.10 Técnica de analisis y procesamiento de la informacion

Toda la informacién recogida se almacend en una base de datos en Microsoft Excel
version 2007, con los datos de identificacion, clinicos y epidemiolédgicos y procesados

en el paquete de programas EPIINFO version 6.04.

Para el andlisis de las variables cualitativas se emplearon las pruebas de comparacion de
proporciones, ¥2 de Independencia y la prueba exacta de Fisher cuando el niimero de
casos fue escaso. Se confeccionaron tablas 2 X 2 para estimar la razéon de prevalencia
como medida de asociacion de los factores de riesgo que se estudiaron, para lo cual se

tuvo en cuenta el intervalo de confianza (IC) con una confiabilidad de 95%.

Se utilizaron modelos univariados para determinar si cada variable epidemiologica
estudiada estaba relacionada significativamente con la infeccion por G. lamblia. En

todos los casos fueron considerados significativos los valores de P < 0,05.
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Se utiliz6 el indice Kappa para el andlisis de la concordancia de los resultados en la
identificacion de los ensambles genéticos de G. lamblia mediante dos marcadores
genéticos ensamble especificos en los estudios 1, 2 y 3. Para la interpretacion de este
indice se utiliz6 la escala de valoracion propuesta por Landis y Koch (1977): 0: sin
acuerdo; 0-0,2: insignnificante; 0,2-0,4: bajo; 0,4-0,6: bueno; 0,6-0,8: muy bueno; 0,8-

1: excelente.

Los analisis se realizaron usando los paquetes de programas GraphPad Prism version

4.02, SPSS version 11 (Bryman, 2001) , y EPIINFO, version 6.04 (Dean et al., 1994).
3.11 Consideraciones éticas

El protocolo fue revisado y aprobado por la Comision Cientifica Especializada en
Parasitologia y por el Comité de Etica del IPK (Referencia CEI-IPK-15-13), y fue
justificado desde el punto de vista ético al cumplir con la Declaracion de Helsinki
(World Medical Association, 2000) y las guias operacionales expuestas por los Comités

de Etica que revisan investigaciones biomédicas (WHO, 2000).
3.12 Limitaciones de la presente investigacion

En el presente estudio no fue posible utilizar la misma bateria de marcadores y métodos
moleculares para determinar ensambles y sub ensambles genéticos que permitiera un
analisis global para determinar una mejor correlacion, sin sesgos, de los ensambles y

sub ensambles del parasito con las manifestaciones clinicas.

En el afio 2012, no pudo ser posible tener aislamientos de Giardia lamblia en el
proyecto de investigacion con el Hospital "William Soler", dado las obras
reconstructivas que se llevaron a cabo en el Laboratorio de Parasitologia y otras areas

de dicho Hospital Docente.

Dado el nimero limitado de aislamientos de G. lamblia identificados como ensamble A
en los Estudios 2 y 3, no pudo ser posible realizar andlisis estadistico entre los
ensambles A y B y mixto A+B, por lo que se realizo6 un agrupamiento del grupo
genético B y grupo no B para analizar la posible asociacion estadistica en la relacion de

las variables clinicas con la infeccion por el ensamble B de este parasito intestinal.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1. Comportamiento de la giardiosis en La Habana y en el municipio de Fomento,
Sancti Spiritus, 2010-2013

4.1.1. Estudio 1 en La Habana: Periodo 2010-2011

Se analizaron muestras seriadas de heces de 452 nifos, de los cuales 103 (22,8%) resultaron
positivos a la infeccion por G. lamblia. La mayoria de los casos infectados por este protozoo
de importancia médica, procedian de nifios con sintomatologia gastrointestinal (95/103;
92,2%), en parte debido al disefio del presente estudio, en el cual 64% (289/452) de los casos
procedian de la consulta externa del HPD-WS. No se evidencid asociacion estadistica entre
las variables analizadas con la infeccion por G. lamblia, si bien los nifios menores de 5 afios
de edad y aquellos que tenian perros en el hogar presentaron una mayor frecuencia de

infeccion que sus contrapartes (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas socio demograficas y epidemioldgicas, segiin factores de riesgos de
la infeccion por G. lamblia. Hospital Pediatrico "William Soler" y circulos infantiles de La

Habana, 2010-2011.

Caracteristicas Numero de  Numero de % Razén de Valor de

examinados infectados infectados Prevalencia P
(n=452) (n=103)

Sexo

Masculino 238 58 24.4 1,16 (0,82-1,63) 0,46

Femenino 214 45 21,0 1

Grupo de estudio

Hospitalizados 45 6 13,3 1

Consulta Externa 244 89 36,5 0,37 (0,17-0,78) 0,004*

Pesquisa 163 8 4,9 2,71 (0,99-7,43) 0,10

Grupo de edad

< 5 afios 208 55 26,4 1,34 (0,96-1,89) 0,11

>5 anos 244 48 19,7 1

Area de residencia

Urbana 387 90 23,3 1,16 (0,69-1,95) 0,68

Rural 65 13 20,0 1
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Consumo de agua

Agua hervida 421 95 22,6 0,87 (0,47-1,63) 0,85
Agua no hervida 31 8 25,8 1
Lavado de manos
después de defecar
Si 438 100 22,8 1,06 (0,39-2,95) 0,84
No 14 3 21,4 1
Presencia de perros en el
hogar
Si 197 54 27,4 1 0,05
No 255 49 19,2 0,70 (0,50-0,98)
*Estadisticamente significativo. Test Chi cuadrado
4.1.2. Estudio 2 en escolares de tres municipios de La Habana. Periodo enero-diciembre
2013
Se estudiaron 639 nifios procedentes de cuatro escuelas primarias de tres municipios de La
Habana. Del total de nifios evaluados, 76 (11,9%) presentaron quistes y/o trofozoitos de
G. lamblia. El analisis de los datos recogidos en las encuestas epidemioldgicas mostroé que la
presencia de perros en el hogar estuvo estadisticamente asociada con la presencia de la
infeccion en estos nifios, comparado con aquellos que no presentaron perros en el hogar. Para
las demés variables socio demograficas y epidemiologicas analizadas no se encontro
asociacion (Tabla 6).
Tabla 6. Caracteristicas socio demograficas y epidemiologicas segun factores de riesgos de la
infeccion por G. lamblia en nifos de tres municipios de la Habana. Enero-diciembre 2013
Nimero de Nimero de % Razoén de Valor de
Caracteristicas examinados infectados infectados prevalencia P
(n= 639) (n=76)
Sexo
Masculino 357 42 11,8 0,98 (0,64-1,49) 0,99
Femenino 282 34 12,1 1
Area de residencia
Urbana 558 69 12,4 1,43 (0,68-3,00) 0,43
Rural 81 7 8,6 1
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Grupo de edad
< 5 afos 162

>5 afios 477

Fuente de agua
Agua hervida 601

Agua no tratada 38

Lavado de manos

después de defecar

Si 621
No 18

Presencia de perros en el

hogar
Si 331
No 308

27
49

75

74

51
25

14,1
10,3

12,5
2,6

11,9
11,1

15,4
&1

1,62 (1,05-2,51)
1

4,75 (0,68-33,2)
1

1,07 (0,29-4,03
1

1
0,52 (0,34-0,83)

0,06

0,12

0,79

0,007*

*estadisticamente significativo, Prueba de Chi cuadrado

4.1.3. Estudio 3 en preescolares del municipio Fomento, Sancti Spiritus: Periodo enero-

junio 2013

Se estudiaron 417 nifios del municipio Fomento, provincia Sancti Spiritus de los cuales 45
(10,8%) estuvieron infectados por G. lamblia. L.a mayoria de los nifos (67,9%) provenian de
la comunidad rural de Sopimpa de dicho municipio. El consumo de agua no hervida, sin

clorar, proveniente de pozos y la tenencia de mascotas (perros) en el hogar estuvieron

estadisticamente asociados a la infeccion por este parasito intestinal como muestra la tabla 7.
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Tabla 7. Caracteristicas socio demograficas y epidemioldgicas, segun factores de riesgos en

la infeccion por G. lamblia. Municipio Fomento, provincia Sancti Spiritus, enero-junio de
2013
Caracteristicas Nimero de  Numero de % Riesgo de Valor de
examinados  infectados infectados prevalencia P
(n=417) (n= 45)
Sexo
Masculino 221 25 11,3 1,11 (0,64-1,93) 0,84
Femenino 196 20 10,2 1
Area de residencia
Urbana 134 15 11,2 1,06 (0,59-1,89) 0,99
Rural 283 30 10,6 1
Grupo de edad
0-2 103 13 12,6 0,66 (0,33-1,34) 0,35
3-4 135 17 12,6 0,66 (0,34-1,68) 0,30
5 179 15 8,4 1
Fuente de agua
Agua hervida 388 37 9,5 0,35 (0,18-0,67) 0,007*
Agua no tratada 29 8 27,6 1
Lavado de manos
después de defecar
Si 319 32 10,0 0,76 (0,41-1,38) 0,47
No 98 13 13,3 1
Presencia de perros en el
hogar
Si 225 33 14,7 1 0,009*
No 192 12 6,3 0,43 (0,23-0,80)

*estadisticamente significativo, Prueba de Chi cuadrado
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4.2. Caracterizacion molecular de aislamientos de G. lamblia

Todos los PCR utilizados en los diferentes estudios amplificaron y permitieron diferenciar los
ensambles de G. lamblia a partir de muestras de heces conservadas. La PCR-#pi a punto final
descrita por Bertrand et al., (2005) permitid diferenciar los ensambles genéticos de G. lamblia
(Figura 8) en los tres estudios realizados. De igual forma, la PCR-IGS-ADNTr tuvo la ventaja
de ademdas de diferenciar los ensambles A y B de este protozoo intestinal, permitir la

diferenciacion de los sub ensambles Al y All de G. lamblia. (Figura 9).

La PCR-E1 a punto final, disefiada por Vanni et al, (Vanni et al., 2012), se emple6 en la
caracterizacion molecular de G. lamblia en el Estudio 2 para diferenciar los ensambles A y B
de este protozoo intestinal (Figura 10). En el Estudio 3, la PCR-gdh permitié amplificar un
fragmento conservado de 432 pares de base en todas las muestras de ADN amplificadas
(Figura 11). Con la implementacion de la PCR-RFLP para este gen se pudo identificar y
diferenciar los ensambles de A y de B, ademas de los sub ensambles Al y All, después de
digestion enzimatica con la enzima de restriccion (Nla IV), segiin protocolo descrito por Read

et al., (2004) (Figura 12).
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Fig.8. Patron de amplificacion obtenido al emplear la PCR-tpi A y PCR-#pi B. PM: Marcador de Peso
Molecular de 100 pb (Gene Ruler ™ 100 bp DNA ladder, MBI, Fermentas, St Leon-Rot,
Alemania); C: Control Negativo; A": Control positivo para ensamble A (G. lamblia WB-C6);
B": Control positivo para ensamble B (G. lamblia GS); carriles 1,3,5,8: muestras positivas
representativas de ensamble B de G. lamblia; carriles 2,4,6,7: muestras positivas representativas de
ensamble A de G. lamblia
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Fig.9. Patron de amplificacion obtenido al emplear la PCR-IGS-ADNr. PM: Marcador de Peso
Molecular de 100 pb (Gene Ruler ™ 100 bp DNA ladder, MBI, Fermentas, St Leon-Rot,
Alemania); C"Al: Control Positivo sub ensamble Al (G. lamblia WB); C"All: Control Positivo sub
ensamble Al (G. lamblia K1), C'B: Control Positivo ensamble B (G. lamblia GS); carriles 1, 2,3:
muestras positivas representativas de ensamble B de G. lamblia; carriles 4,5,6: muestras positivas
representativas de ensamble A de G. lamblia (sub ensamble All); 7: Control negativo.
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300ph
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Fig. 10 Productos de la PCR-E1 especificos para los ensambles A y B de G. lamblia. PM: Marcador
de Peso Molecular de 100 pb (Gene Ruler ™ 100 bp DNA ladder, MBI, Fermentas, St Leon-
Rot, Alemania); C™: Control Negativo; B": Control positivo para ensamble B (G. lamblia GS);
A": Control positivo para ensamble A (G. lamblia WB-C6); carriles 1, 2, 3, 6 y 7: muestras positivas
representativas para ensamble B de G. lamblia; carriles 4, 5: muestras positivas representativas de
ensamble A de G. lamblia.
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Fig. 11. Patron de amplificacion obtenido al emplear la PCR—gdh (432pb). PM: Marcador de Peso
Molecular de 50 pb (Gene Ruler ™ 50 bp DNA ladder, MBI, Fermentas, St Leon-Rot,
Alemania); C™: Control Negativo; A": Control positivo para ensamble A (G. lamblia WB-C6); B':
Control positivo para ensamble B (G. lamblia GS); 1-7: muestras positivas representativas de la PCR-
gdh.
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Fig. 12. Patron de digestion enzimatica con la enzima Nla IV (carriles 1-9) del producto amplificado
en la PCR—gdh (432pb) para diferenciar los ensambles A y B de G. lamblia. PM: marcador de Peso
Molecular de 100 pb (Gene Ruler ™ 100 bp DNA ladder, MBI, Fermentas, St Leon-Rot,
Alemania); carril 1: Control positivo para ensamble A (G. lamblia WB-C6) (sub ensamble Al);
carriles 2,4, 5, 6 y 8: muestras positivas representativas de ensamble A de G. lamblia; carril 3: Control

positivo para ensamble B (G. lamblia GS); carriles 7 y 9: muestras representativas de ensamble B de
G. lamblia.

4.2.1. Concordancia de los métodos moleculares empleados. La Habana y Fomento,

2010-2013
4.2.1.1 Estudio 1: Genes #pi e IGS-ADNr

De los 103 aislamientos de G. lamblia que se identificaron en los estudios parasitologicos
correspondiente al Estudio 1 (La Habana, 2010-2011), se identifico ADN del parasito en 90
(87,4%) de ellos mediante ambos PCR, coincidiendo los resultados negativos mediante ambos
marcadores genéticos. Al 100% (90/90) de las muestras que se detectd6 ADN de G. lamblia se

pudo clasificar en ensambles genéticos de este parasito. La distribucion de los ensambles
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genéticos de G. lamblia fue la siguiente: 38 ensambles B (42,2%), 36 ensambles A (40,0%) y
16 infecciones mixtas A+B (17,8%). La concordancia en la identificacion de los ensambles de
G. lamblia mediante ambos marcadores genéticos (zpi e IGS-ADNr) fue perfecta (indice

kappa= 1), con un porcentaje de tipificacion mediante ambos marcadores moleculares de

100% (Tabla 8).
4.2.1.2 Estudio 2: Genes #pi y E1

En este estudio se identificaron 76 aislamientos de G. lamblia, de los cuales 63 (82,9%)
pudieron ser amplificados con el gen #pi, y 58 (76,3%) con el gen E1, y 11muestras resultaron
negativas mediante ambas PCR. La identificacion en ensambles de G. lamblia con el gen tpi
arrojo los siguientes resultados: 7 ensambles A (11,1%), 30 ensambles B (47,6%) y 26
infecciones mixtas A+B (41,3%). Por su parte, la distribucion de ensambles genéticos de este
parésito intestinal con el empleo del gen E1 fue: 5 ensambles A (8,6%), 39 ensambles B

(67,2%) y 14 infecciones mixtas A+B (24,2%).

La concordancia de ambas PCR se obtuvo en 43 aislamientos, dando el siguiente patron de
identificacion: 4 ensambles A (9,3%), 28 ensambles B (65,1%) y 11 infecciones mixtas A+ B
(25,6%). Los indices kappa para los ensambles A, B y A+B utilizando los dos marcadores
genéticos empleados en este estudio fueron de 0,64 (IC al 95%: 0,31-0,96); 0,56 (IC al 95%:
0,37-0,74) y 0,39 (IC al 95%: 0,18-0,60, respectivamente (Tabla 8). No obstante, en 22
muestras se obtuvieron resultados discordantes para 28,9%, ye obtuvo un porcentaje de

tipificacion de la combinacién de ambos marcadores moleculares de 56,6% (43/76).
4.2.1.3 Estudio 3: Genes tpi y gdh

Del total de 45 muestras positivas a G. lamblia se pudo amplificar el ADN de este parasito en

36 muestras (80,0%) mediante el gen #pi, y 39 (86,7%) con el empleo del gen gdh.

El patron obtenido de ensambles genéticos de G. lamblia utilizando el gen tpi fue de 4
ensambles A (11,1%), 19 ensambles B (52,8%) y 13 infecciones mixtas A+ B (36,1%); en
cambio, con el gen gdh se identificaron 8 ensambles A (20,5%), 15 ensambles B (38,5%) y 16
ensambles A+B (41,0%).

En resumen, se obtuvo una concordancia en los resultados de ambas PCR en la identificacion
de 4 ensambles A, 15 ensambles B y 13 ensambles A+B para un indice de kappa de 0,62 (IC
al 95%: 0,29-0,95); 0,81 (IC al 95%: 0,64-0,98) y 0,85 (IC al 95%: 0,68-1,0), respectivamente
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(Tabla 8). Solo se obtuvieron cuatro resultados discordantes (8,9%) mediante ambos

marcadores moleculares y se obtuvo un porcentaje de tipificacion de la combinacion de

ambos marcadores moleculares de 71,1% (32/45).

Tabla 8. Resultados de la concordancia en los métodos moleculares empleados en los

diferentes estudios de caracterizacion molecular de aislamientos de G. lamblia, La Habana y

Fomento, 2010-2013

Resultados

Concordancia de los resultados en las métodos
moleculares utilizados

PCR #pi y PCR IGS-ADNr

Ensamble A Ensamble B Ensamble A+B
Indice Kappa (IC al 95%) 1,0 (1,0-1,0) 1,0 (1,0-1,0) 1,0 (1,0-1,0)
Error estandar 0 0 0
PCR iy PCR E1
Ensamble A Ensamble B Ensamble A+B

indice Kappa (IC al 95%)

0,64 (0,31-0,96) 0,56 (0,37-0,74) 0,39 (0,18-0,60)

Error estandar 0,17 0,56 0,11
PCR iy PCR gdh
Ensamble A Ensamble B Ensamble A+B

indice Kappa (IC al 95%)

Error estandar

0,62 (0,29-0,95) 0,81 (0,64-0,98) 0,85 (0,68-1,0)

0,10 0,09 0,08

Prueba de homogeneidad
de kappas 0.9

18,92; P= 0,001 5,073; P= 0,079 34,26; P= 0,000
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4.3. Identificacion de sub ensambles de G. lamblia

La identificacion de sub ensambles genéticos de este parasito intestinal fue posible en los
Estudios 1 y 3, utilizando variantes de la PCR: PCR anidada y PCR-RFLP, segun protocolos
descritos por Lee et al., (2006) y Read et al., (2004). En el estudio 2, las PCR utilizadas, en su

variante de punto final, solo permitio la identificacion de ensambles genéticos de G. lamblia.

En el Estudio 1 utilizando la PCR anidada con el gen IGS-ADNr, se identifico el sub
ensamble AIl en 45 (86,5%) de las 52 muestras en las que fue detectado el ensamble A. El
sub ensamble Al, en menor proporcion, se detectd en solo 4 muestras para 7,7% y la infeccion

mixta Al +AII se identifico en 3 nifios (5,8%) (Figura 13).

En el Estudio 3, la PCR-RFLP que tuvo como blanco genético el gen gdh, permitio
diferenciar los sub ensambles de G. lamblia después de la digestion enzimatica con dos
enzimas de restriccion (Nla IV y Rsa I), segin protocolo descrito por Read et al., (2004)
(Figuras 14 y 15). Este marcador genético permiti6 identificar un predominio de las
infecciones causadas por el sub ensamble BIII en 24 (85,7%) de los 28 aislamientos en los
que se identificéd el ensamble B de este parasito intestinal sobre el sub ensamble BIV que se
detectd en solo 4 casos (14,3%). De igual forma, se constatd la mayor distribucion del sub
ensamble All en 15 de 17 casos (88,2%), el cual fue mayoritario sobre el sub ensamble Al (2

casos, 11,8%).

PM C-al"AIl’'1 2 3 4 5 6 B 7 § 9

$00gh
319gh
3Ef _— R )
" 261gh
200pb —s "
100g -

Fig. 13. Patrén electroforético de los productos de la PCR-IGS-ADNr. PM: Marcador de Peso
Molecular de 100 pb (Gene Ruler ™ 100 bp DNA Ladder, MBI, Fermentas, St Leon-Rot,
Alemania); C™: Control Negativo; AI": Control positivo para sub ensamble Al (G. lamblia WB) (176
pb); AII": Control positivo para sub ensamble All (G. lamblia K1) (261 pb); B": Control positivo
para ensamble B (G. lamblia GS); carriles 1- 6: , muestras representativas de sub ensamble All de G.
lamblia; carriles 7-9: muestras representativas del ensamble B de G. lamblia (319 pb).
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Fig. 14. Patron de digestion enzimatica con las enzimas NVla IV del producto amplificado en la PCR—
gdh (432pb). PM: Marcador de Peso Molecular de 100 pb (Gene Ruler ™ 100 bp DNA Ladder,
MBI, Fermentas, St Leon-Rot, Alemania); carril 1: cepa control de G. lamblia WB (sub ensamble
Al); carril 2: Control positivo de sub ensamble All (G. lamblia K1); carril 3: Control positivo de
G. lamblia ensamble B; carril 4: muestra representativa de sub ensamble Al de G. lamblia; carriles 5,
6, y 8: muestras representativas de sub ensamble AIl; carriles 7 y 9: muestras representativas de
ensamble B de G. lamblia.
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Fig. 15. Patron de digestion enzimatica con las enzimas Rsal del producto amplificado en la PCR—gdh
(432pb). PM: Marcador de Peso Molecular de 100 pb (Gene Ruler ™ 100 bp DNA Ladder, MBI,
Fermentas, St Leon-Rot, Alemania); carril 1: Control Positivo sub ensamble BIII (G. lamblia
RD25); carril 2: Control positivo sub ensamble BIV (G. lamblia CA 14); carriles 3-5: muestras
representativas de sub ensamble BIII; carriles 6 y 7: muestras representativas de sub ensamble BIV.

4.4. Relacion entre ensambles de G. lamblia y manifestaciones clinicas en nifios

Con el objetivo de identificar una posible asociacion entre la sintomatologia desarrollada en
los nifios con los ensambles de G. lamblia infectantes, se correlacionaron variables clinicas
recopiladas en las encuestas epidemiologicas con los ensambles de este parasito intestinal

identificados mediante las técnicas moleculares empleadas. Para eliminar el sesgo en este
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analisis se tuvieron en cuenta los nifios que solo estuvieron infectados por G. lamblia como

patogeno de importancia médica.

4.4.1. Estudio 1: Relacion entre ensambles de G. lamblia y caracteristicas clinicas en
nifios de la Habana, 2010-2011

Como se puede observar en la tabla 9, al realizar la relacion entre las variables clinicas con el
ensamble genético infectante en los 85 nifos solo infectados por G. lamblia (5 de 90
presentaron co infeccion con otros protozoos y/o helmintos de importancia médica), no se
evidenciaron diferencias estadisticas en los porcentajes de los sintomas entre los ensambles A,
B y mixto A+B, en cuanto a las variables: dolor abdominal, flatulencia, vémito, anorexia,
fiebre, pérdida de peso, prurito anal, fatiga, cefalea y nauseas (prueba de comparacion de

proporciones o prueba exacta de Fisher, P>0,05).

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada segun el ensamble de Giardia lamblia

detectado en los nifios infectados solamente con este protozoo intestinal. La Habana, 2010-2011.

Ensamble B Ensamble A  Ensambles mixtos
Caracteristicas (n=36) (n=34) A+B Valor de P
Clinicas No. (% ) No. (% ) (n=15)
No. (% )
Diarreas 12 (33,33) 10 (29,41) 5(33,33) P=0,93
Dolor abdominal
Al
O cOTCos 27 (75.0) 22 (64,71) 10 (66,67) P=0,63
Flatulencia 11 (30,56) 8 (23,53) 4 (26,67) P=0,80
Nauseas 9 (25,0) 8 (23,53) 2(13,33) P=0,64
Vomitos 4(11,11) 9 (26,47) 4 (26,67) P=0,21
Cefaleas 9 (25,0) 5(14,71) 0 (0) P=0,08
Anorexia 20 (55,56) 15 (44,12) 5(33,33) P=0,32
Fiebre 3 (8,33) 6(17,65) 2(13,33) P=0,51
Pérdida de peso 17 (47,22) 15 (44,12) 8 (53,33) P=0,84
Prurito anal 13 (36,11) 17 (50,0) 4 (26,67) P=0,25
Fatiga 9 (25,0) 8 (23,53) 3 (20,0) P=0,93
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No obstante, al comparar tres de los sintomas mas comunes de esta enfermedad (diarrea o
flatulencia o dolor abdominal), se identificdé una asociacién entre estas variables con la
infeccion por el ensamble B de este protozoo intestinal (P=0,0007) (Tabla 10). Sin embargo
esta asociacion no se obtuvo cuando este analisis se realiz6 con las infecciones producidas por

el ensamble A y A+B, de G. lamblia, respectivamente.

Tabla 10. Presencia de algunos sintomas digestivos en nifios solo infectados por G. lamblia

en relacion con los ensambles infectantes de este parasito intestinal, La Habana, 2010-2011.

Ensamble B Ensamble A Ensambles mixtos A+B
Datos clinicos Si No Si No Si No

(n=36) (n=49) (n=34) (n=51) (n=15) (n=70)

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

Signo o Sintoma

Si 33 (91,67) 44(89,79) 32(94,12) 45 (88,23) 12 (80) 65 (92,86)
No 3(8,33) 5(10,20) 2(5,88) 6 (11,76) 3(20) 5(7,14)
OR (IC al 95 %) 1,25 (0,30-5,08) 2,13 (0,45-2<) 0,30 (0,07-1,32)
Valor de P P=0,54 P=0,30 P=0,14

Algunos sintomas digestivos*

Si 36 (100) 37 (75,51) 26 (76,47) 47 (92,16) 11(73,33) 62 (88,57)
No 0(0 ) 12(24,49 8(23,53) 4( 7,84) 4 (26,67) 8(11,43)
OR (IC al 95 %) 24,33 (2,33-00) 0,27 (0,08-0,96) 0,30 (0,07-1,32)
Valor de P P=0,0007 P=0,05 P=0,14

*diarrea, o flatulencia o dolor abdominal

4.4.2. Estudio 2: Relacion entre ensambles de G. lamblia y caracteristicas clinicas en
nifios de la Habana, 2013

En el presente estudio se analiz6 el significado clinico de la infeccion por G. lamblia en nifios
infectados por este protozoo que presentaron el mismo resultado en la identificacion del

ensamble genético mediante las dos PCR utilizados (Tabla 11).

Debido al numero limitado de infecciones causadas por el ensamble A de este parasito en la
poblacion estudiada, no fue posible la asociacion entre este ensamble en particular con ningtin
sintoma tipico de la giardiosis. Por esta razén el analisis estadistico agrup6 por una parte el
ensamble B y por otra parte un denominado grupo no B, el cual comprendié los nifos

infectados con los ensambles A y mixto A+B.
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La diarrea fue la Unica caracteristica clinica asociada estadisticamente con la infeccion del
ensamble B de G. lamblia (P < 0,05), al ser comparada con la infeccion mixta (A+B) (Tabla
11).

Tabla 11. Distribucion de ensambles genéticos de G. lamblia mediante PCR-tpi y PCR-E -
HF 'y su relacion con variables clinicas en nifos escolares de La Habana.2013.

Datos clinicos B No B
(n=28) (n=15) Valor de P
n % n %
Diarrea 11(39,3) 1 (6,7) 0,03*
Dolor abdominal 12 (42,9) 3 (20,0) 0,19
Flatulencia 5(17,9) 2 (13,3) 0,53
Nausea 6(21,4) 5(33,3) 0,47
Voémito 5(17,9) 3 (20,0) 0,58
Anorexia 6 (21,4) 4 (26,7) 0,49
Fiebre 5(17,9) 2 (13,3) 0,53
Pérdida de peso 11 (39,3) 3 (20,0) 0,17
Fatiga 4(7,0) 1 (6,7) 0,42

* Diferencia significativa mediante prueba exacta de Fisher

En la tabla 12 se expone la comparacién de los sintomas digestivos: diarrea, flatulencia y
dolor abdominal, entre el ensamble B y el grupo de los ensambles A y A+B. La presencia de
algunos sintomas digestivos fue ligeramente superior en el grupo del ensamble B de
G. lamblia, no obstante, no se encontrd asociacion estadistica con el grupo no B, en parte por

el namero limitado de infecciones causadas por los ensambles A y A+B en el Estudio 2.
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Tabla 12. Presencia de algunos sintomas digestivos en nifios solo infectados por G. lamblia
en relacion con el ensamble B y el grupo no B de este parasito intestinal, La Habana, 2013

Ensamble B

Datos clinicos Si No
(n=28) (n=15)
n(%)  n(%)

Signo o Sintoma

Si 15(53,57) 8(53,33)
No 13 (46,43) 7(46,67)
OR (IC al 95 %) 1,01 (0,30-3,46)
Valor de P P=0,62

Algunos sintomas digestivos*

Si 15 (53,57) 6(40,0)
No 13 (46,43) 9 (60,0)
OR (IC al 95 %) 1,73 (0,50-5,99)
Valor de P P=0,30

4.4.3. Estudio 3: Relacion entre ensambles genéticos de G. lamblia y caracteristicas
clinicas en nifos preescolares de Fomento, Sancti Spiritus 2013

Al comparar las manifestaciones clinicas desarrolladas en nifios preescolares del municipio
Fomento, provincia de Sancti Spiritus, debido a la infeccion por los ensambles genéticos de
G. lamblia no se evidencio diferencias estadisticamente significativas entre las variables
clinicas analizadas en relacion con los grupos de ensambles genéticos investigados (B y no B)

(P >0,05) (Tabla 13).

Tabla 13. Distribucion de ensambles genéticos de G. lamblia y su relacion con variables
clinicas en nifios preescolares del municipio Fomento, Sancti Spiritus, 2013.

Datos clinicos B No B
(n=15) (n=17) Valor de P
n % n %
Diarrea 7 (46,7) 4(23,5) 0,16
Dolor abdominal 6 (40,0) 5(294) 0,40
Flatulencia 2(13,3) 5(29.4) 0,25
Nausea 6 (40,0) 5(29.4) 0,40
Vomito 2(13,3) 3 (17,6) 0,56
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Anorexia 3 (20,0) 4(23,5) 0,58
Fiebre 1(6,7) 2(11,8) 0,55
Pérdida de peso 6 (40,0) 6 (35,3) 0,54
Fatiga 4 (26,7) 1(5,9) 0,13

No obstante, en la Tabla 14 se expone la relacion de tres de los sintomas mas comunes
(diarrea o dolor abdominal o flatulencia) en esta infeccion intestinal parasitaria, con los
grupos de ensambles analizados, y se evidenci6 una diferencia significativa en el ensamble B
donde hubo un mayor riesgo de presentar uno de estos sintomas digestivos en comparacion

con los ensambles A y A+B combinados (P=0,04).

Tabla 14. Presencia de algunos sintomas digestivos en nifios preescolares solo infectados por
G. lamblia en relacion con el ensamble B y el grupo no B de este parasito intestinal.
Municipio Fomento, provincia Sancti Spiritus, 2013

Ensamble B

Datos clinicos Si No

(n=15) (n=17)

n (%) n (%)
Signo o Sintoma
Si 11 (73,33) 8 (47,06)
No 4(26,67) 9(52,94)
OR (IC al 95 %) 3,09 (0,72-13,06)
Valor de P P=0,13
Algunos sintomas digestivos™
Si 10 (66,7) 5(29,41)
No 5 (33,3) 12 (70,59)
OR (IC al 95 %) 4,80 (1,11-20,75)
Valor de P P=0,04*

* Diferencia significativa mediante prueba exacta de Fisher

4.4.5 Relacion entre ensambles genéticos de G. lamblia y caracteristicas clinicas en nifios
preescolares y escolares en los tres estudios realizados

De forma global se obtuvo en los tres estudios realizados una distribucion de 165 ensambles
como sigue: 81 ensambles B (49,1%), 44 ensambles A (26,7%) y 40 ensambles mixto A+B
(24,2%). Para conocer acerca de posibles diferencias en la sintomatologia en poblacién
preescolar y escolar en cuanto a los ensambles genéticos de G. lamblia infectantes, se realizd

un compendio de los datos de ambos grupos como se expone en la Tabla 15.
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Tabla 15. Relacion entre la sintomatologia en nifios preescolares (< 5 afios) y escolares (> 5
anos) con el ensamble de Giardia lamblia infectante.

Ensamble B Ensamble A Ensambles mixtos A+B
Datos clinicos <5afios > 35 afios <5afios > 5 afios <5afios > 5 afios
(n=42)  (n=37) (0=20)  (n=22) (n=24) (n=15)
n(%)  n(%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Signo o Sintoma
Si 35(83,33) 24 (64,86) 16 (80,0) 19 (86,36) 15 (62,5) 10 (66,67)
No 7(16,67) 13 (35,14) 4 (20,00 3(13,64) 9 (37,5) 5(33,33)
OR (IC al 95 %) 2,71 (0,96-7,59) 2,13 (0,14-2,95) 0,30 (0,22-3,13)
Valor de P P=0,05 P=0,44 P=0,53
Algunos sintomas digestivos*
Si 31(73,81) 18 (48,65) 12 (60,0) 17 (77,27) 12 (50,0) 7 (46,67)
No 11(26,19) 19 (51,35) 8(40,0) 5(22,73) 12 (50,0) 8 (53,33)
OR (IC al 95 %) 2,97 (1,17-7,55) 0,44 (0,12-1,63) 1,14 (0,32-4,05)
Valor de P P=0,02* P=0,19 P=0,14

*Diferencia significativa mediante prueba de X

Al comparar la presencia de sintomas generales, no se evidencid diferencias estadisticamente

significativas, si bien los nifios preescolares mostraron un mayor porcentaje de sintomatologia

en comparacion con los nifios escolares cuando estuvieron infectados por el ensamble B de

G. lamblia (P = 0,05). De forma interesante, cuando se agruparon los sintomas diarrea o

flatulencia o dolor abdominal, se constatd una diferencia estadisticamente significativa

(OR=2,61; P = 0,02) en los nifios preescolares infectados por el ensamble B de este parasito

en relacion con los nifios escolares. Para los restantes ensambles genéticos analizados, A y

mixto A+B no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la infeccion por estos

ensambles y los grupos de escolares y preescolares.
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CAPITULO V. DISCUSION

5.1 Comportamiento de la giardiosis en los diferentes periodos de estudio en La Habana
y Fomento

La infeccidon causada por G. lamblia constituye una de las principales causas de enfermedad

diarreica a nivel mundial, y se estima que causa, aproximadamente 280 millones de personas

sintomaticas cada afio, principalmente en paises en vias de desarrollo (Feng y Xiao, 2011).

No obstante, esta cifra pudiera ser superior, con la introduccion de las técnicas moleculares,

las cuales presentan una mayor sensibilidad en comparacion con las técnicas parasitologicas y

de ELISA, en el diagndstico parasitologico (Ghieth et al., 2016; Hijjawi et al., 2018).

La giardiosis representa un problema de salud publica importante debido a su alta prevalencia
que presenta en muchos paises en vias de desarrollo (Coelho et al., 2017) y su tendencia a
causar brotes, incluso en paises desarrollados (Feng y Xiao, 2011; Shen et al., 2016; Liao et
al., 2017); ademas estd demostrada la asociacion negativa que presenta esta infeccion
intestinal con el desarrollo cognoscitivo y retardo en el crecimiento en los nifios (George et
al., 2018), por lo que el diagndstico precoz de esta parasitosis en este grupo etario es de gran
importancia (Squire y Ryan, 2017; Dacal et al., 2018). De hecho, Giardia es una de las causas
principales de gastroenteritis a nivel mundial, y se plantea que en paises en vias de desarrollo,
por cada caso reportado, pudiera existir un subregistro de 15 casos en la comunidad sin ser
detectado (Waldram et al., 2017). Esta parasitosis, ademas, es comun en el ganado y en otros
animales acompafantes, por lo que resulta también importante en la medicina veterinaria

(Feng y Xiao, 2011).

En los tres estudios realizados la frecuencia de infeccion por G. lamblia oscild de 22,8%
(Estudio 1), 11,9% (Estudio 2) a 10,8% (Estudio 3), confirmando a este parasito intestinal
como uno de los més importantes y prevalentes que afecta a nifios en Cuba. Esta diferencia
encontrada en los valores de frecuencia de infeccion en el Estudio 1 en comparacién con los
Estudios 2 y 3, respectivamente, estuvo dada por el disefio empleado, en el cual la seleccion
de casos estuvo principalmente compuesta por pacientes sintomdticos remitidos a consulta
externa del HPD-WS, mientras que en los restantes dos estudios comprendié una pesquisa

parasitologica en escuelas primarias y en nifios preescolares.
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De hecho, en el Estudio 1 se encontrd una asociacion estadistica entre los niflos atendidos en
consulta externa en comparacion con los hospitalizados y los que procedian de la pesquisa
parasitologica, respectivamente; resultado influenciado por el disefio empleado en este
estudio, como se plante6 anteriormente, debido a que la gran mayoria de casos sintomaticos
infectados por G. lamblia provenian de la consulta externa del HPD-WS. Auln cuando esta
parasitosis intestinal es frecuentemente diagnosticada en la red de nuestros centros de salud,
son escasos los datos acerca de la epidemiologia de la giardiosis sintomética en poblacion

pediatrica (Bello et al., 2011).

En Cuba, segun datos de la primera encuesta nacional de parasitismo realizada en 1984,
G. lamblia es el protozoo intestinal mas frecuentemente identificado en la poblacion del pais
(Nufiez, 2001). En la década pasada, estudios realizados por Nuiez et al. (1999) y Mendoza et
al. (2001) mostraron tasas de infeccion de esta parasitosis entre 20 y 54% en nifios que
asistian a circulos infantiles de Ciudad de La Habana. Si bien los resultados de estos autores
presentan tasas de infeccion por G. lamblia superior al de nuestro estudio, hay que destacar
que desde inicios del 2000 se han implementado politicas encaminadas a una mejora del
saneamiento ambiental, de la calidad del agua potable, y de promocion de medidas educativas
para prevenir enfermedades diarreicas agudas, lo que indirectamente conllevaria a un

descenso de las parasitosis intestinales (Bello et al., 2011).

Otra encuesta de alcance nacional, realizada en 2009, encontré que G. lamblia con 6,02%,
sigue siendo, entre los parasitos de importancia médica, el mas frecuentemente identificado en
nuestra poblacion (Rojas et al., 2012). Esta cifra, inferior a la reportada en nuestro trabajo,
pudiera deberse a que en el disefio muestral de las encuestas nacionales de parasitismo
intestinal se incluyen a todos los grupos etarios, y nuestra investigacion estuvo centrada en el
grupo mas vulnerable, la poblacion pediatrica, de ahi la mayor tasa de infeccion por

G .lamblia 1dentificada.

La giardiosis, junto a otras entidades infecciosas de etiologia parasitaria, como las
geohelmintosis, reune los criterios de lo que se ha dado en llamar Enfermedades Desatendidas
(Holveck et al., 2007). Estas enfermedades presentan una significativa contribucion la
perpetuacion de la pobreza en las areas o paises donde son endémicas, al deteriorar el

crecimiento fisico y el desarrollo cognoscitivo de sus generaciones mas jovenes y reducir la
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capacidad de trabajo y la productividad de sus adultos (Fonte y Almannoni, 2009; Chiappini
et al., 2018; Ibanez-Cervantes et al., 2018).

Teniendo en cuenta que el modo de infeccion es comun en las infecciones gastrointestinales
de etiologia viral, parasitaria y bacteriana, a través de agua y alimentos contaminados con
microorganismos patégenos, el control de las medidas higiénico sanitarias resultan de gran
importancia en la prevencion de estas enfermedades (Choy et al., 2014; Silva et al., 2016;

Squire y Ryan, 2017; Chiappini et al., 2018).

La epidemiologia de G. lamblia esta fuertemente asociada con una variedad de factores de
riesgos relacionados con el hospedero, como son las condiciones socio demograficas,
ambientales y zoonoticas (Choy et al., 2014). En la presente investigacién encontramos una
asociacion estadisticamente significativa entre el riesgo de infeccion por G. lamblia con el
consumo de agua no hervida en el Estudio 3. Es bien conocido que Giardia y
Cryptosporidium representan una de las causas mas comunes de brotes de transmision hidrica
(Savioli et al., 2006), de ahi que la calidad del agua constituye un parametro esencial en la
evaluacién como factor de riesgo en la giardiosis (Karanis et al., 2007; Daniels et al., 2018).
Otros estudios sobre giardiosis y factores de riesgos igualmente reportaron este predictor
(consumo de agua no hervida) como importante en la infecciéon por este protozoo intestinal

(Choy et al., 2014; Coronato Nunes ef al., 2016; Daniels et al., 2018).

Lo interesante de este resultado es que en la region montafiosa de Fomento predominan los
pozos como fuente de abastecimiento de agua potable, a diferencia de los Estudios realizados
en La Habana (1 y 2) en donde el agua provenia principalmente de acueductos. Es conocido
que el agua subterranea es la fuente primaria de agua potable en aproximadamente un cuarto
de la poblacion mundial y que los dispositivos de tuberias y pozos para almacenar agua
pueden ser susceptibles de contaminacion fecal, convirtiéndolos por ende en una via potencial
de transmision de enteropatogenos, a menos que el agua sea tratada antes de ingerirse (WHO
y Unicef, 2015). En el area estudiada de Fomento se constatd que aquellas personas que no
hirvieron el agua presentaron una mayor frecuencia de infeccion por G. lamblia. Si se tiene en
cuenta que la dosis infecciosa para el humano es de tan solo 10 a 100 quistes, se realza la

importancia del conocimiento y la percepcion de riesgo por parte de la poblacion,
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principalmente rural que se abastece de agua de pozos, a los patégenos que pueden ser

transmitidos por via hidrica (Karanis et al., 2007).

Otro aspecto importante que se corrobord en los Estudios 2 y 3 fue que la tenencia de perros
en las casas resulto un factor de riesgo que estuvo asociado estadisticamente con una
frecuencia mayor de infeccién por G. lamblia. Estos resultados coinciden con hallazgos en
nifos escolares de paises en vias de desarrollo en paises de Asia y Europa (Ballweber et al,

2010; Choy et al., 2014; Adell-Aledon et al., 2018).

Si se tiene en cuenta que Giardia lamblia se reporta globalmente como un parasito frecuente
en perros, con prevalencias de 10 a 35 % en perros domésticos (Adell-Aledon et al., 2018) y
dada la relacion estrecha que se establece entre el humano y sus mascotas, el estudio de
parasitos intestinales zoondticos revestiria una gran importancia tanto para la salud animal y
humana. Referente a G. lamblia, desde la perspectiva de salud publica seria necesario
diferenciar los quistes de G. lamblia que infectan primariamente a perros y otros carnivoros
(ensambles C y D de este parasito) de aquellos que presentan potencial zoonoético (ensambles
Ay B). Para ello resulta imprescindible la utilizacion de técnicas moleculares para poder tener
mayor informacion y hallazgos en esta importante y actual tematica de transmision zoondtica

de este parasito intestinal.

Otras investigaciones epidemioldgicas desarrolladas han demostrado que regiones donde el
suministro de agua es escaso, el contacto con nifios pequefios, y el contacto con animales
domésticos y de granjas, resultan importantes factores de riesgo asociados con la infeccion
por G. lamblia (Hunter y Thompson, 2005; Thompson, 2009; Abe y Teramoto, 2012; Kiani et
al., 2016; Rivero et al., 2017). Otros factores importantes que facilitan la emergencia de la
infeccion de este protozoo son: el fecalismo al aire libre, educacion higiénico sanitaria
inadecuada, hacinamiento y aumento de la densidad poblacional y reservorios animales de la
infeccion (Al-Mekhlafi et al., 2016; Kiani et al., 2016; Sarkari et al., 2016; Utaaker et al.,
2017). Por todo lo anteriormente expuesto, se considera que se debe de realizar un enfoque de
"Una Salud" en la epidemiologia de la giardiosis, en el cual se reconoce que la salud 6ptima

humana esté interconectada con el bienestar de los animales y su ambiente (Lee ef al., 2017).
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5.2 Caracterizacion molecular de aislamientos de G. lamblia

Las herramientas de clasificacion molecular, en especifico las que utilizan la PCR, y sus
variantes, han sido de gran valor en el estudio de las infecciones por Giardia lamblia al
permitir un mejor conocimiento de la diversidad genética, ecologia, epidemiologia, genética
poblacional, y potencial zoondtico, estudiando un amplio rango de aislamientos obtenidos a
partir de muestras de heces de seres humanos y de una gran variedad de otros mamiferos

(Ryan y Caccio, 2013).

Varias aproximaciones se han empleado en el desarrollo de procedimientos para el
diagnostico y la caracterizacion molecular de G. lamblia. De estos acercamientos, los mas
utilizados son los basados en la identificacion de este protozoo intestinal mediante la
amplificacion de los fragmentos nucleotidicos de la especie con el empleo de PCR
convencionales, las cuales permiten amplificar de manera especifica una secuencia de ADN
en varios millones de copias, asi como la combinacién de esta con andlisis de RFLP
(Wegayehu et al., 2017). La utilizacion de la PCR anidada, una variante de la PCR
convencional, permite aumentar la sensibilidad, asi como la especificidad de esta técnica ya
que detecta el ADN amplificado por dos PCR sucesivas. En estos ultimos afos, de igual
forma, se ha empleado la PCR en tiempo real, la cual muestra excelentes valores de
sensibilidad y especificidad (Almeida et al., 2010; Incani et al., 2017). En varios estudios se
utiliza de igual forma la secuenciacién, método mas informativo que los anteriores, aunque

mucho mas costoso (Mero et al., 2017; Sanchez et al., 2017).

Los estudios de caracterizacion molecular en Giardia han tenido un avance significativo en
las ultimas décadas. La mayoria de las investigaciones de genotipaje en Giardia se centran en
los genes que codifican para la subunidad menor del ARNr, y los genes tpi, B-giardina, gdh,
factor de elongacion-a., y recientemente las regiones intergénicas del ADNr (Wielinga y

Thompson, 2007; Thompson y Ash, 2016; Sanchez et al., 2017).

La resolucion del genotipaje en los estudios en Giardia, se considera que no posee suficiente
poder discriminatorio cuando se utiliza un solo marcador genético de ahi que se postula que
mas de un marcador genético debe ser analizado (Caccio et al., 2008; Ryan y Caccio, 2013).
De acuerdo con estos autores al utilizar varios marcadores genéticos aumenta la probabilidad
de detectar un mayor numero de infecciones mixtas (Caccio et al., 2008; Ryan y Caccio,

2013). En la presente investigacion se realiz6 la deteccion y caracterizacion molecular de las
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muestras de heces positivas a G. lamblia en el examen parasitologico en los diferentes

estudios con dos marcadores genéticos.

El gen tpi se utilizd como marcador para el genotipaje de G. lamblia en los diferentes estudios
realizados en combinacion con otros marcadores moleculares (IGS-ADNr, gdh y El). La
utilidad de este gen en la caracterizacion molecular de este protozoo intestinal, se demostro
inicialmente por Baruch et al., (1996), en aislamientos axénicos provenientes de humanos y
otros mamiferos. Debido al alto grado de polimorfismo de este gen, algunos autores plantean
que tiene el poder de resolucion comparado a un analisis multilocus, por lo que debiera de ser
implementado en todo esquema de genotipaje en G. lamblia (Sulaiman et al., 2003; Ryan y

Caccio, 2013; Ghieth et al., 2016).

Los demas genes utilizados en los diferentes estudios, de igual forma se utilizan en esquemas
de caracterizacion molecular y estudios filogenéticos en G. lamblia (Ryan y Caccio, 2013).
Los espaciadores intergénicos (IGS) estdn compuestas por regiones variables que permiten
poder diferenciar los distintos ensambles (A y B) de G. lamblia, ademés de su naturaleza
multicopia lo que redunda en su utilidad en la caracterizacion de este protozoo intestinal (Lee

et al., 2006; Hussein et al., 2017).

El gen gdh se ha utilizado extensivamente como herramienta de genotipaje por investigadores
a nivel mundial (Skhal ef al., 2017). Si bien este gen tiene un menor grado de polimorfismo
que el gen #pi, su utilizacion resulta importante en el genotipaje exitoso de muestras humanas

y de animales domésticos (Ryan y Caccio, 2013).

La utilizaciéon de PCR-ensamble especificos, como el reportado por Vanni et al, (2012)
permite una diferenciacion répida y simple de los ensambles genéticos de G. lamblia que
infectan al humano. Su factibilidad y bajo costo, hace que sean una herramienta diagndstica
en paises de bajos ingresos (Vanni et al., 2012). El gen E1 utilizado en este ensayo, es
altamente especifico y resulta una herramienta util en el diagndstico molecular de infecciones

en humanos causadas por G. lamblia (Vanni et al., 2012).

En este enigmatico protozoo intestinal, se presenta en los estudios de caracterizacion molecular el
fendomeno de resultados no coincidentes en el genotipaje cuando se emplean mas de un marcador
genético (Huey et al., 2013). Las razones de estas discrepancias se especulan que sean por mal

apareamiento en las secuencias de los cebadores que podria reducir la capacidad de amplificar
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determinado ensamble sobre otro (Robertson et al., 2007; Huey et al., 2013). Otros autores
explican este hecho sobre la base de: (i) la presencia de quistes genéticamente diferentes en la
muestra fecal en combinacion con la amplificacion preferencial de un ensamble de G. lamblia
(A o B) con un marcador genético comparado con la amplificacion del otro ensamble (B o A)
de G. lamblia utilizando otro marcador molecular; o (ii) la ocurrencia previa de
recombinacion sexual entre los ensambles de este protozoo intestinal que conducirian a una
infeccion por un ensamble mixto (A+B) mediante la deteccion de al menos dos marcadores

genéticos en la PCR (Sprong ef al., 2009; Ryan y Caccio, 2013; Thompson y Ash, 2016).

Ademas de los mecanismos de mutacion y recombinacion del ADN, que se suponen
probablemente, representan las principales fuentes de variacion genética en G. lamblia, se
reportan otros mecanismos que pudieran modificar el nivel de variacidon genética en las cuatro
copias del genoma de G. lamblia. El fendmeno de diplomixis, por ejemplo, es un proceso de
recombinacion entre los dos nucleos de este protozoo, el cual ocurre en el proceso de
enquistamiento (Franzén et al., 2009; Thompson y Ash, 2016). El andlisis de genes de
muestras de pacientes infectados con el ensamble B de este protozoo intestinal muestran con
frecuencia un alto grado de divergencia en las secuencias, pudiendo ser causadas por
infecciones mixtas de diferentes genotipos de este grupo genético, o por un alto grado en la

divergencia de las secuencias alélicas (Franzén et al., 2009; Thompson y Ash, 2016).

Varios trabajos se han centrado en la comparacion de los resultados obtenidos por diferentes
marcadores genéticos (¢pi, gdh y bg) en la caracterizaciéon molecular de Giardia lamblia en
los que se han reportado discrepancias que han oscilado entre 5 y 15% (Huey ef al., 2013; de
Lucio et al., 2015; Fahmy et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Dacal et al., 2017;
Skhal et al., 2017).

La implicacion de estas discordancias ha derivado en el cuestionamiento de la validez y
fortaleza de la caracterizacion molecular en este protozoo cuando se utiliza un solo marcador
genético, dado la diversidad genética de este parasito intestinal y la posibilidad de enmascarar
los datos generados mediante un solo marcador (Feng y Xiao, 2011). De ahi la necesidad de
implementar un algoritmo diagndstico y de caracterizacion moleculares para el estudio de la

epidemiologia molecular en G. lamblia.
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Si bien se conoce que el gen SSU-ARNr es muy util en la deteccion molecular de G. lamblia
en estudios realizados a nivel mundial, y debiera ser empleado en todo ensayo de deteccion
del ADN del parasito, sus secuencias muy conservadas hacen que no sea posible diferenciar
las variantes genéticas de ensambles y sub ensambles a nivel de un formato de PCR (Feng y
Xiao, 2011; Ryan y Caccio, 2013). Es por ello que gana en relevancia la introduccion de

genes polimoérficos para detectar los grupos genéticos de G. lamblia.

En nuestro estudio identificamos un elevado porcentaje de coincidencia utilizando dos
marcadores genéticos. Los marcadores #pi e [GS-ADNr, mostraron una concordancia perfecta,
lo que apunta a que estos marcadores son idoneos en la caracterizacion molecular de
aislamientos de G. lamblia. Importante destacar que esta concordancia entre los genes pi e
IGS-ADNTr, es la primera vez que se reporta a nivel mundial en estudios que aborden la
tematica de caracterizacion molecular de este protozoo intestinal. Son escasas las
investigaciones publicadas en esta temdtica en la literatura internacional, no obstante los
resultados obtenidos para la concordancia entre los genes tpi y gdh que fue muy buena ( > 0,8
para los ensambles A y mixto A+B), coincide con lo reportado por Huey et al.(2013). En el
caso de los genes tpi y El, si bien encontramos un indice de concordancia menor, es la
primera vez que se evalla a nivel internacional la concordancia mediante las dos PCR a punto

final descritas para ambos genes, por lo que aporta resultados preliminares en esta tematica.

Los resultados obtenidos en los diferentes estudios de esta investigacion, novedosos en cuanto
a la concordancia de las PCR utilizadas, confirman que en la caracterizacion molecular de
G. lamblia a partir de muestras de heces se debe de utilizar un marcador genético polimorfico
como el gen #pi, dado su alto poder de resolucion y el gen multicopia IGS-ADNr. La
deteccion del ADN de este parasito intestinal a partir de diferentes muestras biologicas y
ambientales debiera incluirse en cualquier formato de diagndstico molecular, vy
complementado con los marcadores anteriormente mencionados (zpi € IGS-ADNTr) integran
un esquema que pudiera proponerse en nuestro pais en sus variantes de PCR a punto final y
PCR anidada con los protocolos descritos para una caracterizacion de ensambles y sub
ensambles de G. lamblia en los diferentes centros de investigacion en donde puedan contar

con esta metodologia de amplificacion enzimadtica in vitro del ADN.
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En los diferentes estudios llevados a cabo, la identificacion de los ensambles genéticos de
G. lamblia mediante las variantes de PCR utilizadas arrojo que el ensamble B de este parasito
fue predominante sobre los ensambles A y mixto A+B. En un estudio previo realizado en
nuestro pais por Pelayo et al. (2008), aun cuando analizaron solo un reducido ntimero de
muestras (solo 20 aislamientos), reportaron una prevalencia del ensamble B de 55% y del

ensamble A de 45%.

De manera general, la caracterizaciéon molecular de un gran nimero de muestras realizado a
nivel mundial demuestran que los humanos son infectados exclusivamente con los ensambles A
y/o B de G. lamblia (Ryan y Caccio, 2013). De acuerdo a la compilacion de datos publicados al
respecto, el ensamble B predomina en Asia, Australia, Europa y Sudamérica (Lebbad ef al., 2011;
Saksirisampant et al., 2012; Asher et al., 2014; Hawash et al., 2016), mientras que el ensamble
A tiene una mayor frecuencia de infeccion, segun los estudios llevados a cabo en Africa (Hussein
et al., 2016) y algunas areas de Latinoamérica (Scalia et al., 2016). En tres estudios realizados
recientemente en nifilos menores de 5 afios en Angola y Afganistan, el ensamble B fue mayoritario
en el nimero de muestras caracterizadas (Gasparinho et al., 2017; Laas et al., 2017; Dacal et al.,

2018; Naguib et al., 2018).

En cuanto a las infecciones mixtas (A+B) reportadas en el presente estudio, éstas
sobrepasaron 20% del total de las muestras genotipadas. Este resultado pudiera ser indicativo
de la (re)infeccion en los nifios mediante el contacto directo entre ellos en las escuelas y
circulos infantiles. Este dato es semejante a otros publicados en esta tematica, en los que ha
oscilado entre 5 a 30% (Sahagun et al., 2008; Geurden et al., 2009; Mbae et al., 2016; Moore
et al., 2016). No obstante actualmente se debate si en realidad estas son infecciones mixtas
verdaderas o son producto, en algunos casos, de secuencias alélicas heterocigoticas que se dan
en un mismo genotipo (Caccio y Sprong, 2009; Thompson y Ash, 2016). Resultados similares
han sido reportados en estudios recientes llevados a cabo en el Reino Unido de la Gran
Bretafia, Espafia y Angola, respectivamente (Waldram et al., 2017; de Lucio et al., 2015;
Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Dacal et al., 2018).

Los sub ensambles de G. lamblia se determinaron mediante las técnicas de PCR anidada (gen

IGS-ADNTr, estudio 1) y PCR-RFLP (gdh, Estudio 3). En el estudio 1, se pudo identificar a
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nivel de sub ensamble los ensambles A, y se obtuvo que 87% (60/69) estuvo infectado por el

sub ensamble AII

Con relacion al ensamble A, anteriormente se pensaba que el sub ensamble Al era el tnico
sub ensamble zoonoético y que el sub ensamble All se encontraba solo en humanos (Sprong et
al., 2009). Actualmente se conoce que ambos sub ensambles son identificados tanto en
animales como en el humano, siendo el sub ensamble AI reportado preferentemente en
animales domésticos y mascotas, mientras que el sub ensamble AIl, predominantemente en
humanos, pero también en una amplia variedad de mamiferos (Scalia et al., 2016; Wegayehu
et al., 2016). De forma interesante, se ha sugerido la posible transmision zoonotica del sub
ensamble AII al humano al encontrarse en estudios el mismo ensamble en los habitantes y sus
mascotas acompafiantes (perros) en la misma residencia (Volotao et al., 2007; Kostopoulou et

al., 2017).

En el conjunto de estudios hubo un amplio predominio del sub ensamble All en las muestras
que pudieron ser subtipadas, lo que apunta a un modo de transmision antropoonotico,
fundamentalmente. Esto coincide con otros reportes de la literatura internacional en los
cuales, este sub ensamble es el mas comunmente identificado (Ferreira et al., 2013; Fahmi et

al.,2015; de Lucio et al., 2016; Skhal et al., 2016; Azcona-Gutiérrez et al., 2017).

Este resultado de caracterizacion molecular de aislamientos de G. lamblia en nifios, y la
identificacion de sub ensambles de este protozoo intestinal es pionero en el drea del Caribe, en
donde solo hay publicado un estudio en Jamaica en donde se reporta el predominio del sub

ensamble AIl en poblacion adulta (Lee et al., 2017).

El sub ensamble BIII, primera vez reportado en el Caribe, se identificoé en las muestras
analizadas mediante la PCR-RFLP (gdh) en el estudio 3. El analisis de la variabilidad genética
del ensamble B mostré un predominio del sub ensamble BIII (85,7%) de las muestras
analizadas, si bien el nimero de éstas fue mucho menor en comparacion con la identificacion

de los sub ensambles A detectados en los estudios 1 y 3.

Varios estudios reportan que la distribucion de sub ensambles BIIl y BIV en humanos
muestra una marcada diferencia entre continentes. En Africa la infeccion por el sub ensamble

BIII de G. lamblia es més prevalente (81%), siendo lo opuesto en América del Norte donde
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estudios realizados muestran una mayor asociacion del sub ensamble BIV (86%) (Sprong et

al., 2009; Coronato Nunes et al., 2016; Sanchez et al., 2017; Skhal et al., 2017).

La variabilidad en la distribucion de los ensambles genéticos de G. lamblia entre estos paises
podria estar dada por diferentes factores como el rol de los animales en la transmision de la
enfermedad, el nivel de las condiciones higiénicas, o la distribucion geografica

(Al.Mohammed et al., 2011; Ryan y Caccio, 2013; Squire y Ryan, 2017).

El patron de distribucion identificado en las muestras subtipadas para el ensamble B son
coincidentes con estudios realizados en Brasil y Siria (Coronato Nunes et al., 2016; Skhal et
al., 2017). Estas variantes genéticas reportadas dentro del ensamble pudieran estar
relacionadas con posibles mecanismos de virulencia que aun no estan del todo dilucidados en
este protozoo intestinal, por lo que se hace necesario el empleo de técnicas que conlleven al

estudio del proteoma en Giardia (Thompson y Ash, 2016).

Son muy pocos los trabajos publicados en nuestro continente que aborden la tematica de la
caracterizacion molecular de G. lamblia en nifios mediante varios marcadores genéticos
(Torres-Romero et al., 2014; Sequi et al., 2018; Villalba-Vizcaino ef al., 2018). Es de destacar
que el presente trabajo es el primero en nuestro continente en evaluar un nimero de muestras
que sobrepasa el centenar, 165 caracterizadas en total, y que aborde el analisis molecular del
tipo de ensamble genético de G. lamblia en la poblacion estudiada en diferentes periodos de

tiempo y de areas geograficas analizadas.

La presente investigacion sirve como punto de partida para la realizacion de estudios que
analicen la distribucion espacial de esta parasitosis en la provincia La habana y a lo largo del
pais, teniendo en cuenta el predominio del ensamble B en los diferentes estudios realizados
tanto en La habana, como en el municipio Fomento, provincia Sancti Spiritus. Es interesante
resaltar que en un estudio realizado en Brasil por Oliveira-Arbex et al. (2016), constatan el
hecho del cambio de patrén de los ensambles de G. lamblia en el tiempo en diferentes
comunidades de un mismo estado, por lo que factores relacionados con el parésito (tipo de
ensamble y factores de virulencia), el humano y el ambiente pudieran contribuir al cambio en

cuanto a la prevalencia de un ensamble sobre el otro (Oliveira-Arbex et al.,2016).

De igual forma, estudios mas refinados que impliquen el andlisis de las secuencias de los

productos de PCR amplificados, para detectar polimorfismos de nucleotidos simples pudieran
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dar evidencias para predecir el origen geografico de los aislamientos de G. lamblia (Sequi et
al., 2018). Se ha evidenciado que diferentes variantes genéticas del ensamble B de ese
parasito generadas mediante el analisis de los genes #pi y gdh son raras o estan ausentes en el
continente europeo y africano, de ahi la importancia de los estudios de epidemiologia
molecular en G. lamblia que complementen el diagnostico y caracterizacion moleculares en

este enigmatico parasito intestinal (Sequi et al., 2018).

5.3 Caracterizacion clinica de los nifos infectados con G. lamblia: Relacion con los
ensambles genéticos

Varios factores estan propuesto para explicar la variabilidad en la respuesta clinica observada
en los pacientes infectados con G. lamblia (Buret, 2007). Entre estos se encuentran: el estado
inmune del hospedero, edad y estatus nutricional, caracteristicas genéticas de la cepa
infectante, virulencia y patogenicidad entre otras (Haque et al., 2005; Feng y Xiao, 2011;
Hussein et al., 2016). De forma habitual los pacientes sintomaticos desarrollan las
manifestaciones clinicas de 6 a 15 dias post infeccion en una giardiosis aguda, mientras que
en una infeccidon cronica los sintomas pueden prolongarse por varias semanas (Homan y
Mank, 2001). A pesar de las multiples investigaciones realizadas hasta la fecha en esta
tematica, resultan atn enigmaticos los mecanismos de virulencia y la respuesta del hospedero
ante la infeccioén por este protozoo flagelado intestinal (Ryan y Caccio, 2013; Thompson y

Ash, 2016, Squire y Ryan, 2017).

Hasta la fecha existen muy pocos estudios dirigidos a investigar si existe alguna asociacion
entre los ensambles de G. lamblia con la resistencia de los quistes en el ambiente (Choy et al.,
2014). Si estos factores estan relacionados con el ensamble/sub ensamble/genotipo, se pudiera
esperar que determinado ensamble exista en una mayor proporcion en el ambiente que
potencialmente conduzca a un mayor probabilidad de transmision (Thompson y Ash, 2016).
Un estudio realizado por Haque et al., (2005) reporté que la infeccion por el ensamble B de
G. lamblia producia una mayor carga de DNA y por tanto el resultado de una mayor

prevalencia de este grupo genético.

Investigaciones realizadas en modelos animales evidencian una mayor asociacion del
ensamble B de G. lamblia con la patologia intestinal. Bénéré et al., (2012) en un estudio
desarrollado evaluaron en modelos de gerbillos la asociacion entre los ensambles A, By E

con la virulencia y el crecimiento del parasito en la mucosa intestinal. El resultado mostr6 que
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el ensamble B y el sub ensamble Al indujeron una patogenicidad relativamente mayor
comparada con los otros grupos evaluados (All, y E), la que se caracterizé por un dafio mas
extenso en la arquitectura de la mucosa intestinal y, una disminucion de la funcidon enzimatica

a nivel del borde en cepillo del intestino (Bénér¢ et al., 2012).

En cuanto a la asociacion del ensamble genético de G. lamblia con la sintomatologia
desarrollada en el humano, habria que afiadir que inicialmente fueron descritas diferencias en
cuanto a la sintomatologia en pacientes holandeses infectados con diferentes ensambles
genéticos, dentro de los cuales el ensamble A estuvo asociado con una sintomatologia de leve
a intermitente, mientras que el ensamble B estuvo asociado a un patrén de la enfermedad
persistente y severa (Homan y Mank, 2001). Desde entonces, varios estudios han encontrado
una asociacion entre la diarrea con la infeccion por el ensamble A (Ajjampur et al., 2009;
Perez Cordon et al., 2013), y del mismo modo otros autores han identificado una asociacion
de la sintomatologia con el ensamble B de este parasito (Gelanew et al., 2007; Choy et al.,

2014; Ismail et al., 2016).

Actualmente no existe un consenso en cuanto a esta temadtica, si bien se postula que estd
determinada por varios factores, como lo son las caracteristicas genéticas del parasito, en
asociacion con la interaccion con el microbioma intestinal (Thompson y Ash, 2016), asi como
las caracteristicas inherentes del hospedero en cuanto a estatus nutricional e inmunolégico

(Feng y Xiao, 2011).

En nuestro estudio obtuvimos una asociacion estadisticamente significativa entre los sintomas
diarrea o dolor abdominal o flatulencia, los sintomas mas caracteristicos de esta infeccion, y
la infeccién por el ensamble B de G. lamblia. Resultados similares han reportado otras
investigaciones en cuanto a la asociacion del ensamble B con estos sintomas. Por ejemplo,
Gelanew et al. (2007 en un estudio realizado en Etiopia encontraron una asociacion entre el
ensamble B y la presencia de diarrea y dolor abdominal en nifios. Mohammed Mahdy et al.,
(2011) en Arabia Saudita evidenciaron, de igual forma una relacion directa entre el grupo B y
la sintomatologia de los nifios (dolor abdominal, diarrea, flatulencia y pérdida de peso). En un
trabajo previo realizado en nuestro pais por Pelayo et al. (2008), identificaron que el ensamble
B de G. lamblia estuvo presente significativamente en aquellos nifios que presentaron

sintomas como diarrea, dolor abdominal, nauseas y vomitos. Estudios mas recientes
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realizados en Malasia, Egipto y Ghana reportan, de igual forma, la asociacion del ensamble B
de este parasito con las manifestaciones clinicas de diarrea y dolor abdominal en nifios (Choy

et al., 2014; Anim-Baidoo et al., 2016; Ismail et al., 2016; Hussein et al., 2017).

En un estudio realizado en nifos suecos infectados con G. lamblia se constatd una asociacion
entre la flatulencia y el ensamble B infectante en esa poblacion de estudio (Lebbad et al.,
2011). En Argentina, Minvielle et al, (2008) en una investigacion realizada en nifios
argentinos evidenciaron una relacion entre el ensamble B y la diarrea producida en ellos. No
obstante, aun cuando la mayoria de los trabajos consultados en esta tematica demuestran
alglin tipo de asociacion, la investigacion realizada por Kohli et al. (2008) en nifios brasileros
tuvo como resultado que no hubo asociacion entre el ensamble infectante y los sintomas

presentes en esos Nifios.

Estudios in vitro demuestran que existen diferencias en cuanto al crecimiento de los
ensambles A y B, teniendo este ultimo un crecimiento mas lento y méas dificil de establecerse
en los cultivos in vitro, lo que lo correlaciona con el curso crénico de las infecciones causadas
por este ensamble genético y el establecimiento de infecciones persistentes las cuales pueden
ser refractarias a la quimioterapia convencional (Thompson y Monis, 2004). De igual forma,
se conoce que existen otras diferencias importantes entre los dos ensambles genéticos (A y B),
en cuanto a: contenido del ADN, susceptibilidad a la infeccion por los virus ARN de doble
cadena, metabolismo y bioquimica, lo que sumado a las diferencias filogenéticas apunten a
que sean consideradas como especies diferentes (Caccio et al., 2008; Ryan y Caccio, 2013;

Squire y Ryan, 2017).

Cabria esperar entonces, que dado las diferencias reportadas en cuanto a estos dos ensambles,
debieran existir diferencias en las manifestaciones clinicas desarrolladas por la infeccion de

éstos en los nifios.

En opinion de este autor, la presente investigacion abordo aspectos epidemioldgicos de esta
parasitosis, la mds importante en poblacion pedidtrica en nuestro pais, corroborando la
importancia que se debe de tener en cuanto al conocimiento de factores de riesgos en la
poblacidn, tales como el contacto con animales domésticos y el consumo de agua de calidad.

No se conoce de otros estudios en Cuba que estudien el riesgo de infeccion por G. lamblia
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asociado con la tenencia de perros en el hogar en dos provincias del pais. Este resultado
conducira al disefio de estudios sobre la verificacion de la posible transmision zoonoética de
este parasito entre los canes y el humano a través del analisis microscopico coprologico, PCR
y genotipaje multilocus de aislamientos de G. lamblia obtenidos tanto de muestras de heces de

humanos como de perros que conviven en los hogares.

Otro factor importante como predictor no solo de la infeccion de G. lamblia, sino de agentes
enteropatogenos de etiologia bacteriana, viral y de otras causas parasitarias, lo constituye el
consumo de agua hervida o tratada, ya sea por filtracion o por agentes quimicos para eliminar
los patogenos que puedan estar presentes. Teniendo en cuenta que nuestro pais es azotado
cada ano por ciclones y diversas tormentas tropicales, la contaminacién del agua es un hecho
probable, de ahi que las campafias comunicativas para hervir el agua o tratarla con hipoclorito

de sodio, o filtrarla, cobran mayor importancia cada afio.

Siguiendo los lineamientos de la OMS, de que solo a través de una politica integrada, como se
conoce de Una Salud, que comprenda la mejora tanto en la salud humana como veterinaria y
un mejor saneamiento ambiental se tendra un sistema de salud mas sostenible en el tiempo en
cuanto al combate frente a las enfermedades infecciosas (WHO, 2015). Por esta razén a través
de estos pilares se podra disminuir no solo los indices de prevalencia de G. lamblia en nuestro

pais, sino de los agentes infecciosos transmitidos por el agua y alimentos.

Este estudio permitio caracterizar molecularmente un niimero representativo de aislamientos
de G. lamblia en nuestro pais, teniendo en cuenta que el trabajo previo publicado por Pelayo
et al. (2008) caracterizo tan solo 20 aislamientos. La comparacion de diferentes métodos
moleculares y la seleccion de los marcadores genéticos a utilizar en la identificacion de los
ensambles y sub ensambles de G. lamblia resulta importante para los Laboratorios de
Parasitologia que dispongan de equipamiento para realizar estas metodologias en este parasito
intestinal en nuestro pais. Ademas, pudiera constituir una referencia para estudios futuros que
se desarrollen en nuestra area geografica de América Alina en donde hay pocos datos

publicados en cuanto a esta tematica de investigacion.

Debido a que varios autores postulan que Giardia lamblia se considera un complejo de

especies, y que cada ensamble, A y B, corresponderia a una especie diferente (Feng y Xiao,
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2011; Ryan y Caccio, 2013), el abordaje de las diferencias que pudieran existir en cuanto a la
epidemiologia molecular, ecologia, y manifestaciones clinicas en este protozoo resultan
importante para un mejor conocimiento de la biologia de este importante parasito intestinal.
Los datos obtenidos en el presente trabajo muestran la distribucion del ensamble B
predominante en el tiempo y el espacio de los estudios realizados y su relacion con la
sintomatologia clinica mas caracteristica de este parasito en poblacion pediatrica: diarrea o
flatulencia o dolor abdominal, lo cual pudiera apuntar al papel més virulento de este grupo

genético en nifios de nuestro pais, principalmente aquellos menores de 5 afios.

La introduccion de herramientas diagndsticas moleculares en el LNR-PI durante el periodo
de estudio permiti6 el abordaje de la hipotesis de la presente investigacion, la cual es
necesaria su continuidad en estudios de alcance nacional en el cual se integren datos de
patrones de distribucion de los ensambles y sub ensambles de G. lamblia asociados con las
manifestaciones clinicas desarrolladas en nifios por la infeccion de esta parésito intestinal. De
esta manera se obtendra informacion valiosa y de utilidad desde el punto de vista

epidemiologico, zoonodtico, molecular y clinico.
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VI. CONCLUSIONES

La infeccion por G. lamblia es muy frecuente en los nifios estudiados, con un riesgo

incrementado de tomar agua no hervida y con tenencia de perros.

La identificacion del ensamble B y de los subensambles All y BIII de G. lamblia fue
predominante en los nifios infectados por este protozoo intestinal, en comparacion con

el ensamble A y mixto A+B y los subensambles Al y BIV.

Los marcadores genéticos #pi y IGS-ADNr mostraron resultados idénticos de

concordancia en la clasificacion de los ensambles genéticos de G. lamblia.

La infeccion por el ensamble genético B de G. lamblia estuvo asociado
significativamente con diarrea o dolor abdominal o flatulencia, especialmente en nifios

menores de 5 anos de edad.
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de caracterizacion molecular en G. lamblia mediante analisis
multilocus y otras técnicas de ultima generacion que permitan abordar de manera mas

integral la epidemiologia molecular en esta parasitosis intestinal.

Realizar un estudio integral que permita conocer la distribucion de los ensambles y
subensambles de G. lamblia en Cuba y la asociacion de éstos con las manifestaciones

clinicas que se manifiestan en poblacion pediatrica.

Identificar posibles factores de virulencia relacionados con los ensambles genéticos de

este protozoo mediante técnicas de gendémica comparativa.

Estudiar muestras de heces de perros domésticos y sus duefios mediante variantes que

permitan evaluar la dinamica de la transmision en Giardia.
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Anexos

X. ANEXOS
ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Protocolo de Investigacion:

“Aspectos epidemiologicos y relacion de hallazgos moleculares con caracteristicas

clinicas en la giardiosis pediatrica. La Habana y Fomento, 2010-2013".

El Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK), se propone realizar una investigacion
acerca de la posible correlacion entre los ensambles genéticos de Giardia lamblia y las
caracteristicas clinico-epidemioldgicas presentes en los nifios que participaran en la

investigacion.

En el estudio se utilizaran muestras de heces de los nifios para diagnosticar la presencia del
parasito y su ensamble genético. Se recogeran ademas los datos clinicos y epidemiologicos en

un modelo de cuestionario por parte de los investigadores presentes en este estudio.

Nuestro objetivo es conocer los ensambles genéticos de G. lamblia circulantes en el pais en
nifios de la edad de pediatrica ya que es una de las causas mas frecuentes de diarrea en esta

etapa de la vida y su posible contribucion en la severidad de la infeccion.

Los resultados sobre el diagnostico realizado se le entregaran al médico de asistencia de su

localidad

Declaro que he sido informado (a) del objetivo del estudio, asi como la importancia de los
resultados de la investigacion. Para constancia de lo expuesto con anterioridad firmamos este

documento a los dias del mes de del afio

Nombre del nifio

Nombre del Padre o tutor

Firma del padre o tutor:
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ANEXO 2.
ENCUESTA DE PARASITISMO INTESTIINAL
Encuesta No. .........
Nombre (s) y Apellidos
Direccion: Calle No % y Barrio
Municipio: Provincia
Fecha de Nacimiento: Peso:  (kg.)Talla: (cm)
Edad: ~ Fecha de llenado de la encuesta:

LOCALIZACION DE LA VIVIENDA. No. miembros nucleo familiar: . No.
) Urbana ---- de habitaciones (dormitorios) en la vivienda:
| Rural ----

SEXO. TRANSTORNOS ACOMPANANTES

Masculino---- "/Dolor abdominal------- [JVOmitos------

Femenino.---- ] nduseas ------

COLOR DE LA PIEL. "] pérdida de peso-----

"] Blanca----- ] prurito anal ------
'] Negra----- "] pérdida de apetito-----
1 Mestiza---- "1 fatiga ------
| Otras.----- "I flatulencia ------
1 No procede. O fiebre -------
-PROCEDENCIA : | dolor de cabeza-------- Otros
] Circulo Infantil (¢(Cuales?:
I Escuela ] Ninguno---------
] Via no formal Otros Analisis Complementarios:
- Lactancia Materna Anemia: NO---- Si /%
JNO Eosinofilia: NO----  SI %
11 Si
Duracion Tratamiento (Fecha de Comienzo)
- Caracteristicas de la Diarrea Actual

Duracion (dias) Hidratacion: [ oral----------

Fecha Comienzo ] parenteral----------

Frecuencia (24 h) ] ninguna--------------

Antibioticos 0

Presencia en las heces de: Quimioterapéuticos:
Sangre  Mucus  Pus Antiparasitarios:
-Cantidad de  heces: 'l Escasa Diagnoéstico de Laboratorio:
| Normal | Abundante

-Consistencia: [1Liquida
" Pastosa  [Semipastosa
- Color de las heces:

[ISemiliquida

Viral:
Bacteriolégico:
Parasitolégico:
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Contacto con animales: Habitos higiénico-sanitarios

Perros SI 0 NO [ - Hierve agua para tomar SI [ NO [

Gatos Si 1 NO [ - Se lava las manos después de comer. SI (1 NO [

Caballos ST 1 NO [ - Se lleva el dedo a laboca. S 1 NO

Pajaros SI [ NO [J - Lava las verduras antes de comer Si [ NO [

Palomas SI [1 NO [ - Lava las frutas antes de comer SI 1 NO [

Pollos SI [ NO [J - Chupaeltete SI [1 NO [

Cerdos SI [ NO [J - Se lava las manos después de ir al bafio. SI 11 NO [JReses Si
1 NO

Otros animales SI [J NO [ ;Cuales?

Ninguno SI [J NO [ ;Hay otras personas en el hogar con diarreas? Si: No:

Para ser llenado por el laboratorio

Parasitos detectados Rotavirus: Positivo: SI [1 NO [
OTrichuris---------
U Enterobius---------
[Ascaris----------
UH. nana--------------
" Endolimax nang-------------- Enterobacterias:
UlEntamoeba. coli------------- - Escherichia coli -------------
UE. histolytica / E. dispar - Salmonella-------
" Taenia spp.-------------- - Shigellq---------
UGiardia------------ - Vibrio-----=-—----
"1Blastocystis Spp----------- - Aeromonas---------
"] Ancylostomideos---------- - Plesiomonas---------
[1Strongyloidesstercoralis----------- - Yersiniq-------------
I Cryptosporidium spp. - Campylobacter-------------
"1Cyclosporacayetanensis
[1Cystoisospora belli

Otros ;cuales? Ninguno.-----------------

Resultados | Directo Ritchie Willis modificado Ziehl Neelsen

Muestra
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