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RESUMEN

Giardia duodenalis es un protozoario que parasita el intestino delgado de mamiferos y puede
Ilegar a causar una infeccion gastrointestinal denominada giardiasis. La giardiasis tiene un
impacto significativo en la salud publica debido al efecto negativo que puede tener en el
crecimiento y desarrollo cognitivo de la poblacion infantil infectada, principalmente en paises
en vias de desarrollo donde la prevalencia puede variar entre 8 y 30%. G. duodenalis tiene una
distribucion global y esta conformada por ocho ensamblajes o genotipos (A-H) de los cuéles
A'y B son mas frecuentes en humanos. En Ecuador, se conoce poco sobre los genotipos de G.
duodenalis circulantes en zonas urbanas y rurales. El objetivo del presente estudio fue
identificar los genotipos de G. duodenalis presentes en muestras de heces de nifios menores a
cinco afios, pertenecientes a cuatro parroquias rurales del Distrito Metropolitano de Quito. Para
esto, se extrajo ADN de 22 muestras de heces que fueron previamente diagnosticadas como
positivas para G. dudodenalis por microscopia y por ensayo inmunolégico de flujo lateral. Para
el analisis molecular se amplifico y secuencid una region de ~511 pb del locus de S-giardina
(bg). El analisis filogenético reveld que la mayoria de las secuencias obtenidas pertenecen al
genotipo B (83.33%) y un menor porcentaje al genotipo A (16.67%). Ambos genotipos tienen
la capacidad de infectar tanto a seres humanos como a animales de compafiia principalmente
perros y gatos. Por lo tanto, se sugiere utilizar el presente estudio como base para expandir los
analisis de genotipado en muestras ambientales y de animales de compafiia, con el fin de
establecer posibles rutas de transmisién y reservorios del parasito.

Palabras clave: Giardia duodenalis, genotipos, p-giardina, giardiasis



ABSTRACT

Giardia duodenalis is a protozoan parasite of the small intestine of mammals and causative
agent of a gastrointestinal infection denominated giardiasis. Giardiasis has a significant impact
on public health due to how it negatively affects the growth and cognitive development of the
infected child population, especially in developing countries where the prevalence can range
from 8 and 30%. G. duodenalis has a global distribution and can be divided in eight assemblies
or genotypes (A-H), of which A and B are more frequent in humans. In Ecuador, little is known
about the circulating genotypes of G. duodenalis, in both urban and rural areas. The objective
of the present study was to identify the genotypes of G. duodenalis present in stool samples
from children under five years old, belonging to four rural parishes in the “Distrito
Metropolitano de Quito”. For this, DNA was extracted from 22 stool samples that were
previously diagnosed as positive for G. dudodenalis by microscopy and immunological lateral
flow assay. For molecular analysis, a ~ 511 bp region of the s-giardin (bg) locus was amplified
and sequenced. The phylogenetic analysis revealed that most of the sequences belonged to
genotype B (83.33%) and to a smaller percentage to genotype A (16.67%). Both genotypes
have the ability to infect humans and pets, mainly dogs and cats. Therefore, we propose the
present study as a foundation to expand genotyping analyzes in environmental and pets
samples, in order to establish possible transmission routes and reservoirs of the parasite.

Key words: Giardia duodenalis, genotypes, S-giardin, giardiasis.
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1. INTRODUCCION

La giardiasis es una infeccion gastrointestinal causada por Giardia duodenalis (también
llamada Giardia lamblia o Giardia intestinalis) que es una especie altamente patdgena
(Pacheco et al., 2019; Herrera, 2005) responsable de 280 millones de casos anuales a nivel
mundial (Norman, Comeche, Chamorro, Pérez-Molina, & Lopez-Vélez, 2020). La giardiasis
incluye infecciones asintomaticas, giardiasis aguda autolimitada e infeccion crénica (Kotton,
2017). La giardiasis es un problema de salud publica debido a que afecta a millones de personas
a nivel mundial, en particular, a los paises en vias de desarrollo. La incidencia de giardiasis en
paises en vias de desarrollo es alta siendo los nifios quienes tienen mayor riesgo de presentar
la enfermedad (Escobedo, Almirall, Gonzalez, & Ballesteros, 2019). En los ultimos afios, se
han reportado altas tasas de prevalencia de giardiasis en nifios menores a 5 afios de edad en
paises en vias de desarrollo, ademas de presentar alta tasa de infeccion repetitiva inclusive
durante su primer afio de vida (Quispe, 2017).

En América Latina, la giardiasis es la infeccion mas frecuente en nifios menores a 12 afios
de edad con el 55 % en nifios preescolares y el 24 % en lactantes (Apt, 2013). En paises en vias
de desarrollo como el Ecuador, la enfermedad diarreica aun es considerada como una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en nifios menores a 5 afios de edad (Bhavnani,
Goldstick, Cevallos, Trueba, & Eisenberg, 2012), pues la coinfeccion entérica es frecuente en
la poblacién. La Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO por sus siglas en inglés)
revela que la segunda causa de muerte en nifios ecuatorianos menores a 5 afios de edad es
ocasionada por enfermedades infecciosas intestinales con 11.2% (Pan American Health
Organization [PAHO], 2007).

La giardiasis se relaciona estrechamente con la falta de sistemas de saneamiento adecuados,

la falta de infraestructura basica, un estrato socioeconémico bajo y niveles de educacion
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escasos (Henriques et al., 2017). En poblaciones rurales de Latinoamérica, se estima que
aproximadamente 108 millones de personas viven en condiciones de escasos recursos
econdmicos y carecen de estructuras basicas, de los cuales el 15 % (16 millones de personas)
presentan esta infeccion protozoaria (Apt, 2013). Las enfermedades parasitarias son frecuentes
en paises de clima tropical ya que este favorece al desarrollo del ciclo de vida de paréasitos que
suelen habitar el medio ambiente puesto que necesitan huéspedes especificos para asi
complementar su ciclo de vida (Vilcahuaman, 2019).

La giardiasis es una infeccion gastrointestinal que causa diarrea acuosa maloliente que
produce flatulencias, dolores abdominales, nauseas, pérdida de peso, desnutricién, sindrome
de malabsorcién y malestar general (Zapata, Arboleda, & Diaz, 2016). La giardiasis cronica
tiene un impacto negativo en los nifios, responsable de altas tasas de mortalidad (Pedraza,
Suarez, De la Hoz, & Fragoso, 2019). La giardiasis tiene posibles secuelas post-infecciosas y
consecuencias a largo plazo en paises en vias de desarrollo debido a que existe mayor riesgo
de transmision (Escobedo, Almirall, Cimerman & Rodriguez, 2016). La giardiasis puede
afectar tanto en el crecimiento como a nivel de desarrollo cognitivo (Weatherhead et al., 2017).
Una de las consecuencias en nifios es el sindrome de malabsorcidn, los nifios dejan de absorber
grasas, nutrientes y vitaminas ocasionando desnutricion. La desnutricion genera diversas
alteraciones provocando dafios irreparables en el desarrollo cognitivo de los infantes, esto
impide el adecuado desarrollo psicomotor y genera retrasos en el crecimiento (Simsek, 2004).

Las especies del género Giardia pertenecen al dominio Eucaria, reino Protista, clase
Fornicata, orden Diplomonadida y familia Hexamitidae (Jimenez, 2020). Dentro del género se
reconoce seis especies G. duodenalis, G. muris, G. agilis, G. microti, G. ardeae y G. psittaci.
Cada una de las especies tienen su hospedador especifico. G. muris cuyo hospedador son los
roedores, G. agilis encontrado en anfibios, G. microti en ratas y topos, G. ardeae en garzas y

otras aves y G. psittaci en aves Psitacidas (Quispe, 2017). Los reservorios de G. duodenalis
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incluyen un amplio rango de hospederos como los mamiferos, incluyendo a los humanos, no
humanos, animales de compafiia como perros y gatos (Chomel, 2014), y/o animales de granja
como bovinos, caprinos u ovinos (Quispe, 2017; Caccio & Sprong, 2011).

Giardia duodenalis conocida tambien como G. intestinalis o Giardia lamblia (Feng &
Xiao, 2011; Pacheco et al., 2019) es un protista protozoario unicelular, heterétrofo flagelado
anaerobio que forma parte de los parasitos intestinales de transmision zoonética entre
mamiferos (Ankarklev et al., 2018). G. duodenalis tiene una amplia variacion genética por lo
que se considera un complejo de especies dividido en ocho diferentes grupos conocidos como
genotipos o ensamblajes (Feng & Xiao, 2011; Ryan & Caccio, 2013). Un genotipo constituye
a grupos genéticamente diferentes distribuidos geogréficamente en diferentes localidades u
hospederos (Fonte & Almannoni, 2010). Las distancias genéticas entre los distintos
ensamblajes son grandes, por lo que se sugiere que cada ensamblaje deberia ser considerado
como una especie diferente (Jerlstrom-Hultqvist et al., 2010; Ankarklev et al., 2015). Los
genotipos de G. duodenalis se los ha clasificado de la A-H distribuidos en diferentes
hospederos (Feng & Xiao, 2011).

Los genotipos A y B tienen un amplio rango de hospederos infectando principalmente
a mamiferos incluyendo a los seres humanos (Vanni et al., 2012). El genotipo A puede infectar
a humanos, primates no humanos, rumiantes tanto domésticos como salvajes, alpacas, cerdos,
caballos, caninos domésticos y salvajes, gatos, hurones, roedores y marsupiales; mientras que,
el genotipo B ademas de infectar primates y humanos, tiene la capacidad de infectar vacas,
perros, caballos, conejos, castores e inclusive ratas (Feng & Xiao, 2011). De los dos genotipos,
el genotipo B parece ser mas patogénico que el genotipo A en humanos (Quispe, 2017). El
genotipo A se ha dividido en cuatro subgenotipos conocidos como Al, All, Alll y AIV. Los
subgenotipos Al y All han sido encontrados en muestras humanas, mientras que los

subconjuntos Al, Alll y AIV han sido aislados de muestras animales, de tal manera que la
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literatura cientifica avala que solo el subgenotipo Al presenta potencial zoondtico, mientras
que el subgenotipo All es casi exclusivo para infecciones humanas (Hooshyar, Ghafarinasab,
Arbabi, Delavari, & Rasti, 2017). Para el conjunto B, se han encontrado 4 subgenotipos: B,
BIl, Blll y BIV, de los cuales Blll y BIV fueron aislados de muestras humanas, mientras que
Bl y BIl se han hallado en animales, sin embargo, el subgenotipo Blll también presenta
potencial zoondtico (Hooshyar et al., 2017).

Por otro lado, los genotipos C-H tienen un menor rango de hospederos. Los genotipos
C y D infectan a caninos domésticos y salvajes; el genotipo E infecta a rumiantes domésticos,
cerdos y caballos (Fantinatti, 2019); el genotipo F infecta solamente a felinos; mientras que, el
genotipo G solo a ratas o ratones y el genotipo H a focas marinas (Feng & Xiao, 2011).
Recientemente, el genotipo E ha sido vinculado con infecciones en seres humanos (Zahedi,
Field, & Ryan, 2017; Fantinatti, Bello, Fernandes, & Da-Cruz, 2016). Por tanto, los diferentes
genotipos tienen la capacidad de infectar tanto a humanos como a animales (Ryan & Caccio,
2013).

La transmision de Giardia duodenalis puede ser directa via fecal-oral o indirecta via
anal-oral. La transmision directa del parésito se da principalmente por el consumo de agua y
alimentos contaminados siendo una de las causas para la aparicion de brotes en guarderias y
de enfermedades en viajeros internacionales (Leder & Weller, 2019). La transmision de
Giardia duodenalis inicia cuando la forma infectante del parasito se ingiere, ya sea por
alimentos como frutas o verduras o aguas contaminadas (Quispe, 2017). Los quistes de G.
duodenalis son la forma infecciosa y resisten por largos periodos de tiempo en el ambiente. La
temperatura es un parametro significativo en la supervivencia y recuperacion de quistes viables
del parasito Giardia sp. (Erickson & Ortega, 2006). Los quistes en agua del grifo permanecen
hasta 56 dias de 0°C a 4°C y 14 dias de 20°C a 28°C; mientras que, en agua de rios pueden

sobrevivir hasta 80 dias de 0°C a 4°C o 28 dias de 20°C a 28°C (Feng & Xiao, 2011). Por otro
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lado, los quistes se caracterizan por tener una pared celular gruesa la cual les confiere la
capacidad de resistencia al cloro, por lo que gran parte de los brotes de esta especie, han sido
correlacionados a sistemas de purificacion de agua Unicamente por cloracion (Madigan,
Martinko, Buckley, & Stahl, 2015).

Los trofozoitos de Giardia duodenalis (forma diagnosticada/vegetativa) son capaces de
producir quistes (forma infectante). Tras la ingesta de los quistes se da la exquistacion o
desenquistamiento (Figura 1), rompimiento de la pared del quiste en el estomago del hospedero
debido al acido gastrico y pH alcalino presentes (Casana, 2018). El quiste sin su pared,
posteriormente, atraviesa el duodeno en donde las proteasas favorecen a la exocitosis formando
asi los excizoitos tetranucleados y flagelados (forma transitoria). Los excizoitos tetranucleados
terminan en el intestino delgado proximal en donde se transforman en trofozoitos (Quispe,
2017). Los trofozoitos se unen a las células epiteliales intestinales utilizando su disco ventral
adhesivo, estructura citoesquelética esencial para su supervivencia y patogenicidad (Juri &
Soon-Jung, 2019). Una vez que los trofozoitos llegan al yeyuno, se enquistan formando la
pared celular gruesa que les permite sobrevivir en su forma infectante; finalmente tanto los
trofozoitos como los quistes son liberados junto con las heces continuando con su transmision
cuando otro huésped los ingiere (Quispe, 2017). Para completar el ciclo de vida, Giardia
duodenalis necesita de huéspedes especificos (Vilcahuaméan, 2019). Los animales domésticos
han sido asociados con la transmision de manera directa entre humanos especialmente en
entornos endémicos (Geurden & Olson, 2011).

Los genotipos A y B de Giardia duodenalis son los responsables de causar la mayor
parte de las infecciones en humanos (Feng y Xiao, 2011). Como estos ensamblajes también se
encuentran en otros mamiferos, se consideran como ensamblajes zoonéticos (Ryan y Caccio,
2013). La identificacion molecular del genotipo de G. duodenalis se basa en el uso de la técnica

de la polimerasa chain reaction (PCR, por sus siglas en inglés) y del analisis de la secuencia
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de ADN utilizando marcadores moleculares especificos. Entre los genes mas utilizados se
destaca los genes de la triosa fosfato isomerasa (tpi), la glutamato deshidrogenasa (gdh), -
giardina (bg), y la subunidad pequefia del ARN ribosomal (ARNr SSU) (Goiii et al., 2018). En
particular, el gen més utilizado es el de g-giardina (bg) que se encuentra en el cromosoma
CH991793 de las especies G. duodenalis y G. muris (Caccio & Sprong, 2011). Este gen
codifica para la proteina g-giardina principal componente del citoesqueleto de las especies
anteriormente mencionadas (Ledn, 2018). Por otro lado, los genes gdh y tpi codifican para una
enzima housekeeping y se encuentran en los cromosomas CH991814 y CH991793 de manera
consecutiva, estos genes son los mas utilizados para la identificacion de subgenotipos de G.
duodenalis (Caccio & Sprong, 2011).

Las secuencias de los diferentes genes pueden ser alineadas para la identificacion del
genotipo y subgenotipo mediante analisis filogenético como el de Neighbor-joining. El analisis
de Neighbor-joining presenta un arbol filogenético basado en minima evolucion, agrupa las
secuencias con respecto a su criterio de optimizacién dentro de su evolucion minima generando
ramas de una menor longitud (Martinez & Gonzalez, 2013). Este método permite la
clasificacion de distintos individuos cuya especie o subespecie se desconoce, de tal manera que
la distancia genética entre dos terminales se basa al nimero total de sustituciones de cada base
(Pefa, 2011).

En el Ecuador, los estudios relacionados sobre diversidad de genotipos y subgenotipos
de Giardia duodenalis presentes en personas son escasos. Los estudios realizados en el pais se
enfocan en la prevalencia del parasito en poblaciones rurales y urbanas. Dos estudios indican
una prevalencia entre el 20 % al 24 % de G. duodenalis presente en nifios menores a 5 afios de
edad pertenecientes a comunidades remotas del noroeste del pais (Bhavnani et al., 2012;
Atherton et al., 2013). En poblaciones urbanas, se reporta una prevalencia menor del 12.9% en

nifios menores a 12 afios de edad (Tarupi, Silva, & Darquea, 2018). De los pocos estudios
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realizados sobre la presencia de genotipos y subgenotipos en poblaciones rurales, un estudio
menciona que los genotipos Ay B de G. duodenalis se encuentran circulando en comunidades
rurales al norte de Ecuador; por otro lado, el estudio indica la presencia de los subgenotipos
Al, All, Blll y BIV (Atherton et al., 2013). A nivel de poblaciones rurales de la Sierra se
desconoce qué genotipos y subgenotipos de G. duodenalis estan circulando. A nivel clinico es
importante conocer los genotipos circulantes para inferir el origen de la transmision y de ese
modo se puede establecer adecuados programas de control enfocados a la eliminacién del
parasito.

El presente estudio tiene como objetivo identificar los genotipos y subgenotipos de
Giardia duodenalis presentes en muestras de heces provenientes de nifios menores a 5 afios
pertenecientes a cuatro parroquias rurales del Distrito Metropolitano de Quito (DMQ). La
identificacién de los genotipos y subgenotipos se realiz6 mediante la amplificacion y

secuenciacion de una region parcial del gen g-giardina (bg).
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2. METODOS

2.1 Coleccion de muestras y analisis parasitoldgico

Las muestras de heces de nifios menores a 5 afios que se usaron en el presente estudio
forman parte del proyecto (PRISA) de la Universidad de Michigan State. Las muestras se
colectaron en cuatro parroquias rurales del Distrito Metropolitano de Quito (DMQ): Pifo,
Yaruqui, Checa y EI Quinche durante ocho meses desde enero a octubre del 2019. Para el
presente estudio se tomd en consideracion la siguiente informacion: la edad de los nifios y si
los nifios tuvieron contacto o no con animales. Las muestras fueron previamente analizadas
para ver la presencia de Giardia sp. mediante microscopia y ensayo inmunologico de flujo
lateral usando las tirillas de Crypto/Giardia Duo-Strip (CorisBioConcept) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante (CorisBioconcept SPRL, 2012).
2.2 Analisis molecular

De las muestras que fueron positivas para Giardia sp. mediante el analisis
parasitoldgico, se escogieron 22 para determinar molecularmente la especie y los genotipos de
la misma. Para lo cual, se extrajo el ADN a partir de 0.3 g de las muestras de heces. Para la
extraccion del material genético se uso el kit PowerSoil DNA Isolation (Mo Bio Laboratories)
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Todas las muestras de ADN obtenidas fueron
cuantificadas para determinar su concentracion y calidad mediante espectrofotometria usando
el equipo Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, 2020). Todas las muestras se almacenaron
a -20°C para su posterior analisis.

Para la amplificacion de una region parcial del gen g-giardina (bg) se utiliz6 la reaccion
en cadena de la polimerasa anidada (Nested-PCR, por sus siglas en inglés). Para la
amplificacion se uso las mismas condiciones reportas por Gil, Cano, & De Lucio (2017). Para

lo cual se us6 dos pares de primers: externos e internos. Los primers externos fueron los
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siguientes: G7eF (AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC) y G759%R
(GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC); mientras que, los primers internos fueron los
siguientes G99iF (GAACGAACGAGATCGAGGTCCG) y G609iR
(CTCGACGAGCTTCGTGTT) (Gil et al., 2017). La reaccion de PCR para la amplificacién
con los primers externos se realiz6 en un volumen final de reaccion de 10uL, la misma que
contenia ADN (20ng), buffer GoTag 1X (Promega), dNTPs [0.2uM], MgCl, [1.5mM], primer
F [0.2uM], primer R [0.2uM], Taq polimerasa 1U. Para la amplificacion de la region interna,
se tom6 como templado 1pL del producto de PCR de la primera amplificacién y se usé las
mismas condiciones de reaccion descritas para la amplificacion de la regidn externa.

Las condiciones del termociclado para la primera amplificacion con los primers
externos fueron: desnaturalizacién inicial durante 5 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion por 30 segundos a 94°C, annealing por 30 segundos a 65°C, extension por
40 segundos a 72°C, seguida de una extension final durante 7 minutos a 72°C. Mientras que
las condiciones del termociclado de la segunda PCR usando los primers internos son las
mismas que para la amplificacion con los primers externos, a excepcion del paso de annealing
que fue a 55°C por 30 segundos (Gil et al., 2017).

Para visualizar los productos de PCR obtenidos de la segunda amplificacion, se realiz6
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Para determinar el tamafio del producto de PCR se
us6 un marcador de peso molecular de 100 pb Invitrogen™ TrackIt™. Las condiciones de
corrida fueron de 100V durante 45 minutos (Gil et al., 2017). Los productos de PCR fueron
visualizados bajo luz ultravioleta usando el fotodocumentador BIORAD Laboratories, Inc. Los
productos de PCR fueron enviados a Macrogen, Inc. (Corea del Sur) para su secuenciacién con
los primers forward y reverse internos. Para obtener la secuencia consenso, las dos secuencias,
forward y reverse, fueron alineadas para su edicién y limpieza usando los programas PreGap

y Gap4 (Staden, 1996). Para determinar la identidad de las secuencias, se realizd una
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comparacion con las secuencias disponibles en la base del GenBank usando la herramienta
BLAST (Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) [Internet], 1988). Para
determinar los genotipos se construy6 un arbol filogenético con el método de Neighbor-joining,
(NJ) usando MEGA X (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, & Tamura, 2018). Para el analisis
filogénico se utilizd el modelo de Kimura 2 Parametros (K2P), una correlacion basada en la
distribucion gamma (2) y un bootstrap de 1000. En el andlisis se incluyeron nueve secuencias
representativas de los genotipos A y B disponibles en la base de secuencias GenBank. Las
secuencias de referencia usadas corresponden a los siguientes numeros de acceso:
AY072725.1, AY072726, AY655702, X85958.1, AY072723.1, AYQ072724, KT211574. Las
secuencias de los genotipos C y D (NUmero de acceso: AY545646 y AY545647) fueron
utilizadas como outgroups (Hatam-Nahavandi, Mohebali, & Mahvi, 2017; de Lucio, Martinez-

Ruiz, & Merino, 2015).
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3. RESULTADOS

Durante ocho meses, el proyecto PRISA colecté un total de 749 muestras de heces de
nifos menores a 5 afos de cuatro parroquias rurales del Distrito Metropolitano de Quito
(DMQ). Del analisis parasitoldgico se encontrd una prevalencia de 4.67% (n = 35) de Giarda
sp. De las 35 muestras positivas para Giardia sp., se encontré un 48.6% de prevalencia en
Yaruqui, 20% en Checa, 5.7% en Pifo y 17.1% en El Quinche (Figura 2).

Unicamente 22 muestras fueron utilizadas para el analisis molecular de las cuales, solo
el 63.64% (n = 14) amplificaron una region de ~511 pb del gen de g-giardina (bg) (Figura 3).
Finalmente, se obtuvieron 12 secuencias consenso de ~484 pb las cuales fueron comparadas
con secuencias de referencias tomadas del GenBank pertenecientes a los genotipos A, B, Cy
D.

Como resultado del analisis filogenético, las 12 secuencias de Giardia duodenalis se
agruparon en dos clados bien definidos (Figura 4). La mayor parte las secuencias (83.33%) se
agruparon en el clado representado por las secuencias del genotipo B, subgenotipo Bl; mientras
que, un menor porcentaje (16.67%) de las secuencias obtenidas se agruparon en el clado
constituido por secuencias del genotipo A, subgenotipos All y Alll.

El subgenotipo BI se distribuyd en las cuatro parroquias (Yaruqui, Checa, Pifo, y El
Quinche); mientras que los subgenotipos All y Alll estan presentes solo en Pifo. De acuerdo a
la edad, el subgenotipo BI se encontrd en nifios de 0.7 meses a 4 afios; mientras que, el genotipo
All y Alll estuvo presente en nifios de 4 afios (Tabla 1). EI 80 % de los nifios que presentaron
el subgenotipo BI tuvieron contacto con animales; mientras que, solamente uno de los nifios

(50%), que presentd el subgenotipo All, tuvo contacto con animales (Tabla 1).
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4. DISCUSION

La prevalencia de Giardia duodenalis encontrada en nifios menores de cinco afos fue
de 4.67% en las cuatro parroquias analizadas. Esta prevalencia es baja comparada con otros
estudios reportados tanto a nivel nacional como alrededor del mundo. En Ecuador, varios
estudios han reportado un rango de prevalencia desde 8% hasta 30% (Atherton et al., 2013;
Bhavnani et al., 2012; Vasco, Graham, & Trueba, 2016; Sarzosa, Graham, Salinas, & Trueba,
2018). De igual forma, estudios de Brasil, Colombia y Egipto reportan prevalencias de Giardia
duodenalis maés altas que las reportadas en el presente estudio de entre 20-30% en nifios
menores de 12 afios (Faria, Zanini, Dias, da Silva, & Sousa, 2016; Ramirez et al., 2015 y El
Basha, Zaki, Hassanin, Rehan, & Omran, 2016).

La diferencia encontrada en este estudio podria deberse al nimero de muestras y
periodo de coleccion de muestras. Los estudios antes mencionados realizaron muestreos
prolongados a diferencia del presente estudio donde las muestras fueron colectadas en ocho
meses. La baja prevalencia puede ser explicada debido a las condiciones climaticas puesto que
es mas comun encontrar G. duodenalis en climas calidos y tropicales (Henriques et al., 2017)
como se ha reportado para poblaciones costeras del pais como Esmeraldas en donde la
prevalencia fue del 24% (Atherton et al., 2013) y 15% en Santa Elena (Chicaiza, 2017).

Los resultados confirman la presencia de G. duodenalis en poblacion infantil de
parroquias rurales dentro del DMQ. La parroquia de Yaruqui presentd la prevalencia (48.6%),
mientras que estudios anteriores reportan una prevalencia menor del 15.64% (Sarzosa et al.,
2018). La presencia, diseminacion y persistencia de este parasito en poblaciones rurales podria
estar relacionada con las condiciones socioecondmicas, la ausencia de estructuras de
saneamiento, los malos habitos de higiene, la baja escolaridad y la crianza de animales

domésticos (Cardona, Rivera, & Carmona, 2014).
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Esta parasitosis tiene implicaciones en el desarrollo del nifio generando graves
consecuencias tanto a nivel fisico como a nivel intelectual (Lanzkowsky, 2016; Quispe, 2017).
La giardiasis temprana, como resultado de la inmadurez inmunoldgica en nifios, puede influir
sobre el crecimiento y el desarrollo cognitivo infantil (Bartelt & Sartor, 2015; Silva, 2017; El
Basha et al., 2016; Solano, Acufia, Bardn, Morén, & Sanchez, 2008).

En las cuatro parroquias rurales analizadas se observo un alto porcentaje del genotipo
B (83.33%). Este genotipo es uno de los mas comunes en los brotes y es considerado el méas
virulento (Wang et al., 2019). Los resultados coinciden con una investigacion previa realizada
en el pais, donde se encontrd que de las 69 muestras genotipadas, el 61% se clasificaron como
genotipo B, el 32% como genotipo Ay 7% coinfecciones con los genotipos A y B (Atherton
etal., 2013).

A nivel mundial se reportan hallazgos similares. Por ejemplo en Espafia, se encontrd
que el genotipo B es el mas frecuente y representa el 68% de las muestras analizadas, mientras
que el genotipo A se encontrdé en menor frecuencia con el 30%. Adema4s, en este estudio se
encontro coinfeccion de los genotipos Ay B en el 2% (Wang et al., 2019).

En el presente estudio no se detectaron coinfecciones probablemente debido al bajo nimero de
muestras analizadas.

El genotipo B esta asociado con la transmision zoonética en donde los reservorios
animales pueden mantener la contaminacion ambiental (Nunes et al., 2018). El estudio
realizado por Sarzosa et al. (2018) en la parroquia de Yaruqui, encontrdé 20% de prevalencia
de Giardia duodenalis en nifios y 13% en animales domésticos, este estudio menciona la
presencia del genotipo B en dos nifios, asi como también en un perro y un conejo (Sarzosa et
al., 2018). De esta manera, se descubre la brecha de incertidumbre acerca de la via de

transmision de este genotipo en particular. En este estudio la mayoria de nifios demostraron
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gue mantenian una estrecha relacion con animales, por lo que la transmision zoondtica podria
predominar en esta poblacion.

Por otro lado, se logré identificar a nivel de subgenotipos y se encontrd que el
subgenotipo Bl esta circulando en las cuatro parroquias analizadas. El subgenotipo Bl ha sido
asociado principalmente a animales tanto mascotas como animales de crianza (Hooshyar et al.,
2017). Las cuatro parroquias rurales se caracterizan por tener un alto niamero de animales de
granja y de compafiia que podrian ser reservorios importantes para la transmision de
enteropatdégenos zoonoticos facilitando la transmision de parasitos intestinales (Vasco et al.,
2016; Lowenstein et al., 2020; Sarzosa et al., 2018).

En lo que respecta al genotipo A (16%), es capaz de infectar tanto a humanos como
otros animales incluidos rumiantes, alpacas, cerdos, caballos, roedores, gatos y perros (Feng &
Xiao, 2011). Aunque se reporta la presencia del genotipo A en un porcentaje bajo, lo mas
relevante es la presencia de dos subgenotipos: All y Alll presentes Unicamente en la parroquia
de Pifo. En estudios anteriores también se reporta la presencia del subgenotipo All en
poblaciones rurales (Sarzosa et al., 2018; Atherton et al., 2013). Debido a que este subgenotipo
se encuentra casi exclusivamente en poblacion humana, esto podria sugerir una adaptacion en
la transmisién antroponoética de la giardiasis en esta parroquia (Fonte & Almannoni, 2010;
Hooshyar et al., 2017). Sin embargo, el contacto con animales no descarta una posible
trasmision zoondtica puesto que, también se reporta la presencia de este subgenotipo en
animales (Sprong, Caccio, & Van Der Giessen, 2009).

Hasta el momento ningun estudio previo ha reportado la presencia del subgenotipo
Alll, el cual se ha encontrado en animales domésticos como gatos y de crianza como ganado
vacuno (Feng & Xiao, 2011; Perez, Zanini, Silva, da Silva, & de Céu, 2016). En zonas rurales
es comun encontrar este tipo de animal por lo que su presencia sugiere una transmision

zoonotica de este subtipo.
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En cuanto a la PCR, existié un 63.64% de efectividad en las pruebas moleculares para
el gen de p-giardina (bg), esta baja eficacia concuerda con estudios realizados previamente
(Wang et al., 2019 y Sarzosa, 2016), esto se debe a que en ocasiones los primers no se pegan
correctamente al ADN, pues existe una variabilidad del 3-5% en la secuencia del gen de f-
giardina (Perez et al., 2016; Caccio, De Giacomo , & Pozio, 2002; Guy, Payment, Krull, &
Horgen, 2003) lo que resulta en inespecificidad de la PCR. Ademas, esta falta de especificidad
del genotipado mediante PCR puede verse afectada debido a la presencia de inhibidores de la
reaccion en cadena de la polimerasa como hemo, carbohidratos o sales biliares (Oikarinen,
2009).

La principal limitacion del presente estudio fue el uso de un solo marcador molecular
(B-giardina) para la genotipificacion. Para obtener resultados de genotipificacion més robustos
se debe usar dos marcadores moleculares adicionales como los genes glutamato
deshidrogenasa (gdh) y triosa fosfato isomerasa (tpi) (Hooshyar et al., 2017). Ademas, en este
estudio no se incluyeron muestras animales dentro de la identificacion de Giardia duodenalis

para poder relacionar la transmision zoongtica en las cuatro parroquias estudiadas.
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5. CONCLUSIONES

1. Seencontro una prevalencia de G. duodenalis del 4.67% en la poblacion infantil de 0 a
5 afios pertenecientes a las parroquias rurales de Pifo, Yaruqui, Checa y El Quinche, se
identifico los genotipos A (16.67%) y B (83.33%) los cuales tienen la capacidad de

infectar tanto a humanos como animales.

2. El analisis molecular del gen de g-giardina (bg) demostrd la presencia de los subtipos
BI, All y Alll de los cuales All estd asociado mayormente a infecciones humanas a

pesar que también se ha identificado en animales domesticos.

3. En Ecuador, existen pocos datos sobre giardiasis en el sistema de salud publica. Por lo
tanto, saber la prevalencia y genotipos circulantes en una poblacién permitiran

emprender programas de control eficientes para detener la trasmision de este protozoo.
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Tabla 1. Informacién demografica y genotipo encontrado en las muestras analizadas.

7. TABLAS

ID Edad [ Parroquia Contacto con Subgenotipo
animales
A2 3 Pifo Si Bl
A3 4 Checa No Bl
A5 5 Checa Si Bl
A6 3 Yaruqui Si Bl
A7 4 Pifo No Alll
A8 1 Yaruqui Si Bl
A9 1 Checa Si Bl
Al2 4 Pifo Si All
Al4 2 Checa Si Bl
Al5 0.7 Yaruqui No Bl
Al7 3 Quinche Si Bl
Al8 2 Pifo Si Bl
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8. FIGURAS
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Figura 1. Ciclo de transmision de Giardia duodenalis (Esch & Petersen, 2013).
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Distribucion de Giardia duodenalis por parroquia
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Figura 2. Distribucion por parroquia de la prevalencia de Giardia duodenalis en cuatro

parroquias rurales del Distrito Metropolitano de Quito (DMQ).

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa (1.5%) de la amplificacién de la region ~511 pb del

gen de fS-giardina (bg).
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Figura 4. Arbol filogenético obtenido con el método Neighbor-joining de 12 secuencias de
Giardia duodenalis. Las secuencias de referencias obtenidas del GenBank se nombran con su
namero de accesion, mientras que, las secuencias del presente estudio se representan con
cuadrados y triangulos. EI subgenotipo Bl se representa de color azul, el subgenotipo All de
color naranja y el subgenotipo Alll de color violeta. Las secuencias de los genotipos Cy D

fueron utilizadas como grupos externos.



