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Introduccion. Se han descrito ocho genotipos de Giardia duodenalis, del A al H. Los genotipos Ay B
se han aislado de humanos y de una gran variedad de mamiferos; sin embargo, los genotipos del C al
H han mostrado mayor especificidad de huésped.

Obijetivo. Identificar los genotipos de G. duodenalis a partir de quistes obtenidos en heces de nifios de
las guarderias del Instituto Colombiano de Bienestar Familiar (ICBF) y de perros en Ibagué, mediante
PCR-RFLP de los genes de la beta giardina y la glutamato deshidrogenasa.

Materiales y métodos. Los quistes de las muestras positivas para G. duodenalis fueron sometidos
a concentracion; se extrajo su ADN y se efectud el analisis de PCR-RFLP de los genes de la beta
giardina y de la glutamato deshidrogenasa. Como control positivo se utiliz6 la cepa MHOM/CO/04/G40
procedente del Grupo de Parasitologia del Instituto Nacional de Salud.

Resultados. De las muestras tomadas de nifios, 11/23 (48 %) correspondieron al genotipo Ay, 12/23
(52 %), al genotipo B. Cuatro muestras de perros presentaron los genotipos C y D, especificos de
este huésped.

Conclusiones. En los nifios solamente se encontraron los genotipos asociados a infecciones humanas
(All, Blll'y BIV) y en los perros, los genotipos especificos para este huésped (C y D). Debido al reducido
tamafio de las muestras analizadas provenientes de perros, y dado que estos no estuvieron en contacto
con los nifios de las guarderias del ICBF, no fue posible determinar una interaccion entre el ciclo de
transmision de los humanos y el de los animales.

Palabras clave: Giardia duodenalis, glutamato deshidrogenasa, nifio, perros.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.1713

Giardia duodenalis genotypes found in the Instituto Colombiano de Bienestar Familiar day care
centers and dogs in Ibagué, Colombia

Introduction: Eight Giardia duodenalis genotypes (A-H) have been described to date. Genotypes A
and B have been isolated from humans and a wide range of mammals; however, genotypes C-H have
shown greater host specificity.

Objective: Identifying G. duodenalis genotypes from cysts in faeces obtained from children attending
the Instituto Colombiano de Bienestar Familiar (ICBF) day care centres and from dogs in Ibagué by
PCR-RFLP targeting both the B-giardin and glutamate dehydrogenase genes.

Materials and methods: Cysts from G. duodenalis positive samples were concentrated, DNA was
extracted and the B-giardin and glutamate dehydrogenase genes were analysed by PCR-RFLP.
The MHOM/CO/04/G40 strain was used as positive control (this was obtained from the Grupo de
Parasitologia at the Instituto Nacional de Salud).
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Results: Of the total human samples, 11/23 (48%) were genotyped as A and 12/23 (52%) as B; PCR-
RFLP revealed that four canine samples were genotypes C and D, these being host-specific.
Conclusions: Only genotypes associated with human infection (All, Blll and BIV) were found in the
children and host-specific genotypes were observed in canines (C and D). No interaction could be
established between animal and human transmission cycles due to the small canine sample size and
as the former did not come into contact with children attending ICBF day-care centres.

Key words: Giardia duodenalis, glutamate dehydrogenase, child, dogs.
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La giardiosis es una parasitosis de distribucién
cosmopolita causada por Giardia duodenalis
(sinbnimo, Giardia intestinalis y Giardia lamblia).
Este protozoo flagelado coloniza el intestino de
seres humanos y animales, produciendo una
enfermedad que puede ser asintomatica, aguda
o crbnica, con cuadros diarreicos de intensidad
variable que puede llegar a ocasionar sindrome
de mala absorcion (1). Cerca de 200 millones de
personas en Asia, Africay América Latina presentan
sintomas de giardiosis, con una incidencia de
infeccién de 500.000 casos por afo (2).

Giardia duodenalis ha sido descrita en seres
humanos, asi como en otros mamiferos domésticos
y silvestres (3). En algunos estudios recientes se
ha sugerido que esta especie deberia considerarse
como un complejo de especies cuyos miembros,
aunque morfolégicamente idénticos, presentan
variaciones genéticas que han permitido dividirla
en, al menos, ocho genotipos (del A al H) (4).

Se ha demostrado que en la mayoria de los casos
solamente los genotipos A y B estan asociados
con la infeccion en seres humanos (5), aunque se
han reportado casos de personas infectadas con
los genotipos especificos del perro, el ganado y el
gato (6-9). Los genotipos del C al H parecen ser
especificos de huésped, pues el C y el D se han
reportado principalmente en canidos (domésticos
y silvestres), el E esta fuertemente relacionado con
animales ungulados, el F y el G han sido detectados
en gatos y ratas, respectivamente (3), y el genotipo
H fue descrito recientemente en focas grises y en
una gaviota austral (10).

La caracterizacion directa de los quistes de G.
duodenalis mediante la técnica de PCR se ha
utilizado para esclarecer el papel zoonético de
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los diferentes genotipos (11). El genotipo A puede
dividirse en, por lo menos, tres subgrupos: el
primero (Al), detectado en seres humanos y en
animales, presenta un mayor potencial zoonético;
el segundo (All), observado principalmente en
seres humanos, y el tercero (Alll), aparentemente
especifico de especie, ha sido aislado de ungulados
silvestres (12).

El genotipo B comprende dos subgrupos recono-
cidos, el BIll y el BIV, que se han asociado
principalmente a los seres humanos, aunque tam-
bién existen algunos reportes en animales (13,14).
Sin embargo, comparado con el A, este genotipo
presenta un gran polimorfismo, que lleva a pensar
en la existencia de muchos mas subtipos (15).

Se plantea la posibilidad de que los genotipos Ay B
correspondan a dos especies diferentes, pues los
estudios gendmicos han permitido observar que
solamente existe 77 % de identidad de nucledtidos
y 78 % de identidad de aminodacidos en regiones
codificadoras, lo que corrobora las diferencias
biologicas encontradas en las infecciones experi-
mentales, en el crecimiento en cultivos y en los
estudios citogenéticos (16).

Para esclarecer el potencial zoonético de las
infecciones con G. duodenalis en animales, es
importante determinar si los seres humanos y otros
huéspedes son vulnerables ante infecciones con
formas genéticamente idénticas del parasito (3,17).

Dado que en Colombia se sabe poco sobre este
aspecto, y que especificamente en lbagué no se han
efectuado estudios sobre la diversidad molecular
de G. duodenalis, en este trabajo se determinaron
los genotipos a partir de los quistes recuperados de
las heces de los nifios del Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar y caninos, empleando la técnica
PCR-RFLP de los genes de la beta giardina (bg) y
de la glutamato deshidrogenasa (gdh).

Materiales y métodos
Muestras y analisis coproparasitologico

Se recolectaron muestras de nifios en edad prees-
colar (1 a 5 afios) y de otras personas adultas en
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once hogares infantiles empresariales y comunales
adscritos al Instituto Colombiano de Bienestar
Familiar en Ibagué entre febrero y junio del 2009.

Se determind el tamafio de la muestra con un nivel
de confianza de 95 % (Z=1,96), un valorp de 0,5y
un margen de error de 10 % (0,05). A partir de una
poblacion de 2.157 nifios en edad preescolar en
los hogares del Instituto Colombiano de Bienestar
Familiar, se hizo la correccion por finitud del
tamano de la muestra estableciendo un minimo
de 327 nifos. Para la seleccion de la muestra, se
utilizé un muestreo probabilistico aleatorio simple.
La prevalencia de nifios en edad preescolar con
giardiosis, se determin6 calculando intervalos de
confianza (IC) mediante la distribucién por aproxi-
macion normal.

Al inicio del proyecto se consulté si los nifios que
asistian a los hogares del Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar en Ibagué tenian mascotas en
sus viviendas, y se encontré que solamente una
proporcién muy baja las tenia. Por esta razén, se
decidi6 tomar las muestras de los perros en centros
veterinarios y refugios animales. Consecuente-
mente, no se determiné un tamafno de muestra
que fuera representativa de la poblacion de perros
de Ibagué. El diagndstico coproparasitolégico de
ninos y de perros se hizo mediante tincién con
lugol y observacién directa con el microscopio.

Concentracion de quistes y obtencién de
acidos nucleicos

Las muestras positivas para quistes se procesaron
mediante flotacién de Faust (18). Los quistes se
suspendieron en solucion tampén de lisis (NaCl
5M, EDTA 0,5M, SDS 10 %) y para su ruptura
se sometieron a cinco ciclos de congelamiento
y descongelamiento en nitrégeno liquido (15
minutos), y en bafo serologico a 65 °C (15
minutos), respectivamente. Luego se incubaron
con proteinasa K (200 pg/ml) a 37 °C durante toda
la noche. Los acidos nucleicos se extrajeron con
el estuche QlAamp DNA Mini Kit® de QIAGEN,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
muestras que presentaron problemas en la
amplificacién debido a la baja cantidad de ADN,
se concentraron con acetato de sodio 3M y etanol
absoluto, se suspendieron de nuevo en 20 pl de TE
(Tris-EDTA, pH 8,0) y se almacenaron a 4 °C hasta
su posterior andlisis. Como cepa de referencia
para la extraccién del ADN y el posterior analisis
por medio de PCR-RFLP, se utiliz6 la cepa MHOM/
CO/04/G40 mantenida en cultivo, procedente del
Instituto Nacional de Salud.
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PCR-RFLP del gen de Ia beta giardina

Se amplificé un fragmento de 753 pb del gen de
la beta giardina usando los iniciadores G7 (5"-AA
GCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC- 3") y G759
(5"-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3)
y se obtuvo un fragmento de 384 pb con una
segunda reaccién de PCR semianidada utilizando
los iniciadores G376 (5-CATAACGACGCCATCG
CGGCTCTCAGGAA-3") y G759 (5-GAGGCCG
CCCTGGATCTTCGAGACGAC-3") (5). La mezcla
de reaccion utilizada fue la siguiente: solucion
tampon 1X de la polimerasa ADN Taq, 1,5 mM
MgCl,, 200 uM de la mezcla de dNTP, 20 pmol
de cada iniciador, 1U de polimerasa ADN Taq y
2 pl de ADN, para un volumen final de 20 pl. La
reaccion se efectu6 en un termociclador Minicycler
con una temperatura de desnaturalizacién de 94 °C
durante cinco minutos, seguido de 35 ciclos a
94 °C durante 30 segundos, a 65 °C durante 30
segundos, a 72 °C durante un minuto y un ciclo
de extension final a 72 °C durante siete minutos.
Ademas, se incluyeron un control de reaccion
(mezcla de reaccién sin ADN) y un control positivo
para G. duodenalis de ADN extraido de trofozoitos
cultivados en medio TYIS-33 (cepa MHOM/CO/04/
G40) cedida para estudios de investigacién por el
Instituto Nacional de Salud.

Las alicuotas de 10 pl de los productos de PCR
se digirieron con Hae lll (para el fragmento de
753pb) y con Hha | (para el fragmento de 384
pb), utilizando dos unidades de la enzima en un
volumen final de 20 pl durante cuatro horas a
37 °C. Los productos de digestion esperados se
muestran en el cuadro 1.

PCR-RFLP del gen de Ila glutamato
deshidrogenasa

Un fragmento de 458 pb del gen de la glutamato
deshidrogenasa (gdh) se amplificé utilizando los
iniciadores GDHeF: 5-TCA ACGTYA AYC GYG
GYT TCC GT-83" y GDHiR: 5-GTT RTC CTT GCA
CAT CTC C-3" y un segundo fragmento de 432 pb
se obtuvo en una reaccién de PCR semianidada,
utilizando los iniciadores GDHiF: 5-CAG TAC
AAC TCY GCT CTC GG-3" y GDHiR: 5"-GTT RTC
CTT GCA CAT CTC C-3’ (20). Las condiciones de
amplificacién fueron las siguientes: una tempe-
ratura de desnaturalizacién de 94 °C durante cinco
minutos, un ciclo de dos minutos a 94 °C, de un
minuto a 56 °C, de dos minutos a 72 °C, seguido
de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, uno de 20
segundos a 56 °C, de 45 segundos a 72 °C y una
extension final a 72 °C durante siete minutos. La
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Cuadro 1. Tamafno de los fragmentos esperados (pb) y perfil de las bandas para diagnéstico (pb) de los genotipos de Giardia
duodenalis sometidos a PCR-RFLP a partir de un fragmento de 753 pb del gen de la beta giardina digerido con Hae Ill y un

fragmento de 384 pb del mismo gen digerido con Hha | (5,19)

Genotipo Tamanio del fragmento Enzima Tamanio de los fragmentos Perfil de las bandas
del gen amplificado (numero de esperados (pb) para el diagndstico

sitios de de los genotipos (pb)
restriccion)

A Beta giardina 753 pb Hae lll (4) 202, 201, 150, 126, 74 200, 200, 150, 130

B Beta giardina 753 pb Hae lll (5) 202, 176, 150, 117, 84, 24 200, 180, 150, 120, 80

C Beta giardina 753 pb Hae lll (6) 286, 150, 126, 102, 70, 15, 4 290, 150, 130, 100, 70

D Beta giardina 753 pb Hae llI (3) 346, 286, 117, 4 350, 290, 120

Al Beta giardina 384 pb Hhal (3) 193, 104, 70, 17 190, 100, 70

All/ANI Beta giardina 384 pb Hhal (3) 210, 70, 70, 34 210,70

Cuadro 2. Tamano de los fragmentos esperados (pb) y perfil de las bandas para diagnéstico (pb) de los genotipos de Giardia duodenalis
sometidos a PCR-RFLP de un fragmento de 432 pb del gen de la glutamato deshidrogenasa (gdh) digerido con Nia IV y Rsa | (20)

Genotipo Tamaiio del Enzima (nimero Tamano de los fragmentos Perfil de las bandas
fragmento del de sitios de esperados (pb) para el diagndstico
gen amplificado restriccion) de los genotipos (pb)

Al gdh 432 pb Nla IV (5) 149, 123, 87, 39, 18,16 150, 120, 90

All gdh 432 pb Nia 1V (6) 123, 87,77,72,39, 16,18 120, 90, 80, 70

BIII gdh 432 pb Nia IV (2) 291,123, 18 290, 120

BIV gdh 432 pb NialV (2) 291,123, 18 290, 120

] gdh 432 pb Nia |V (4) 187,128, 72,31, 18 190, 120, 70

D gdh 432 pb NialV (3) 249,126, 39, 18 250, 120

BlII gdh 432 pb Rsal (2) 297,133 300, 130

BIV gdh 432 pb Rsa (1) 432 430

mezcla de la reaccion de la PCR, los controles de
la reaccion, el control positivo y el termociclador,
fueron los mismos empleados para la amplificacion
del gen de la beta giardina.

Las alicuotas de 10 pl del fragmento de 432 pb se
digirieron con Nla IV (Bsp LI) y Rsa |, empleando
dos unidades de la enzima en un volumen final de
20 pl durante tres horas a 37 °C. Los productos de
digestion esperados se muestran en el cuadro 2.

Visualizacion de los productos de PCR-RFLP

Los productos amplificados se visualizaron en geles
de agarosa al 1 % coloreados con bromuro de
etidio. Los productos de digestién se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida al 6 % y se
colorearon con nitrato de plata o bromuro de etidio.

Aspectos éticos

En cada uno de los once hogares comunitarios
del Instituto Colombiano de Bienestar Familiar
se efectuaron reuniones informativas sobre para-
sitismo intestinal, a las que asistieron los padres
o responsables de los nifios y las directoras de
los hogares comunitarios, en las cuales se les
invitd a participar voluntariamente en el estudio.
Se les informé sobre los objetivos y beneficios del
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estudio y, una vez obtenidos los consentimientos
informados, se suministraron las cajas estériles
para la recoleccién de las muestras fecales.
Los resultados de los examenes coproldgicos
se entregaron a las directoras de los hogares
comunitarios con el fin de que enviaran alos nifios a
los centros de salud para someterlos a tratamiento
en caso de ser positivos para G. duodenalis u otros
parasitos intestinales.

El proyecto fue aprobado por el Comité Central
de Investigaciones y Desarrollo Cientifico de la
Universidad del Tolima después de verificar que
los protocolos propuestos se ajustaran a las
normas éticas para trabajos con la comunidad
y con menores de edad, de conformidad con la
Resolucion 008430 del 4 de octubre de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia.

Resultados
Prevalencia de Giardia duodenalis

Se analizaron 331 muestras fecales de nifios, de
las cuales, 174 correspondian a ninos (52,57 %)
y 157, a nifias (47,43 %). Treinta y siete muestras
fueron positivas para G. duodenalis, 24 de nifios
(13,79 %; IC,,,, 8,63-18,95 %) y 13 de nifas (8,28 %;

95%
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IC., 3,97-12,69 %); se establecio que para el
2009 la prevalencia de giardiosis en los nifios del
Instituto Colombiano de Bienestar Familiar fue
de 11,17 % (ICy,, 7,78-14,58 %) y que no hubo
diferencias significativas entre sexos. Igualmente,
se analizaron seis muestras de nifilos mayores de
cinco anos y de adultos, de las cuales, dos fueron
positivas para el parasito.

Con relacion a las muestras fecales de perros,
se recolectaron 119 muestras, 26 de cachorros
(21,85 %) y 93 de adultos (78,15 %); de estas, el
14,28 % (17/119) fue positivo para G. duodenalis.

Genotipificacion mediante PCR-RFLP del gen
de la beta giardina

Se logr6 la amplificacién de los fragmentos de 753
pb y de 384 pb en la primera y segunda rondas de
PCR en 22 de las 37 muestras positivas de nifios
y de un adulto.

Los perfiles de restriccion de Hae Il a partir
del fragmento de 753 pb de la beta giardina,
permitieron discriminar los genotipos A, B, Cy D
(figura 1). Por otro lado, los perfiles de restriccion
de Hha | a partir del fragmento de 384 pb,
permitieron discriminar los genotipos Al, All y Alll
(figura 2). La cepa de referencia MHOM/CO/04/
G40 de G. duodenalis, cedida por el Instituto
Nacional de Salud, correspondié al genotipo Al de
acuerdo con el perfil de restriccién descrito por
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Caccio, et al. (5). El tamafo de los fragmentos
de restriccion esperados se muestra en el cuadro
1. Se designé un perfil de diagndstico para cada
enzima redondeando el tamafo de los fragmentos
para simplificar el andlisis de los geles. Los
fragmentos de menos de 50 pb no se incluyeron,
dado que no migran fuera del gel y porque los
genotipos se pueden distinguir sin necesidad de
analizar las bandas de menos de 50 pb, segun los
reportes de Caccio, et al. (5), Lebbad, etal. (19) y
Read, et al. (20).

Entre los aislamientos humanos, 11/23 (47,82 %)
correspondieron al genotipo A (subgrupo All /Alll) y
12/23 (52,17 %) presentaron el perfil del genotipo
B (figuras 1y 2).

Del total de las muestras de origen canino obtenidas
de la unidad de refugio animal o coso municipal y
del Centro Veterinario de la Asociacion Ibaguerefia
Protectora de Animales, se pudo hacer la geno-
tipificacién de 3/17 (17,84 %) de las muestras
positivas, y se encontraron los genotipos especificos
de huésped C (1/3) y D (2/3) (figura 1).

Genotipificacion mediante PCR-RFLP del gen
de la glutamato deshidrogenasa

El gen gdh se amplificd en 20/37 (54,05 %) de
las muestras fecales positivas para G. duodenalis
tomadas de nifios en edad preescolar, de un nifio
de edad desconocida y de un adulto.

Figura 1. Gel de poliacrilamida al 6 % tefido con bromuro de etidio que muestra los fragmentos de restriccion del producto de 753

pb del gen de la beta giardina con la enzima de restriccion Hae llI

M: marcador de tamafio molecular de 100 pb; 1: control de reaccion; 2: cepa de referencia MHOM/CO/04/G40 (genotipo A: 200,
150, 130 pb); 3: H292 (genotipo A: 200, 150, 130 pb); 4: HO18 (genotipo B: 200, 180, 150, 120, 80 pb); 5: H355 (genotipo B: 200,
180, 150, 120, 80 pb); 6: perro 113 (genotipo C: 290, 150, 130, 100 pb); 7: perro 17 (genotipo D: 350, 290, 120 pb); 8: perro 16

(genotipo D: 350, 290, 120 pb)
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Figura 2. Gel de poliacrilamida al 6 % tefiido con nitrato de
plata que muestra los fragmentos de restriccion del producto
de 384 pb del gen de la beta giardina con la enzima de
restriccion Hha |

M: marcador de tamafio molecular de 100 pb; 1: control sin
digerir; 2: cepa de referencia MHOM/CO/04/G40 (genotipo Al:
190, 100, 70 pb); 3-5: aislamientos de seres humanos (genotipo
All /Alll: 210, 70, 70 pb)

Los perfiles de restriccion de la Nla IV a partir del
fragmento de 432 pb de la glutamato deshidro-
genasa, permitieron discriminar los genotipos Al,
All, B, C y D (figura 3). Utilizando esta estrategia,
la cepa de referencia MHOM/CO/04/G40 de G.
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duodenalis, cedida por el Instituto Nacional de
Salud, correspondié al genotipo Al, de acuerdo
con el perfil de restriccion descrito por Read,
etal. (20). Por otro lado, los perfiles de restriccion de
la Rsa lapartir del fragmento de 432 pb, permitieron
discriminar los genotipos Blll y BIV (figura 4). El
tamano de los fragmentos de restriccion esperados
se muestra en el cuadro 2. Se designé un perfil
de diagnéstico para cada enzima redondeando
el tamafo de los fragmentos para simplificar el
andlisis de los geles. Los fragmentos de menos
de 50 pb no se incluyeron en el analisis dado que
no migran fuerra del gel y porque, de conformidad
con los reportes de Caccio, et al. (5) y de Read,
et al., los genotipos de G. duodenalis se pueden
distinguir sin necesidad de analizar las bandas de
menos de 50 pb (20).

Entre los aislamientos de humanos, 10/22 (45,45 %)
correspondieron al genotipo A (subgrupo All), y
12/22 (54,55 %), al genotipo B (cuatro al Blll, dos
al BIV, cinco a la mezcla de Blll y BIV y uno que no
se pudo determinar) (figuras 3 y 4). Los genotipos
Ay B se distribuyeron equitativamente entre nifios
y nifas; el Unico adulto, una mujer, presenté el
genotipo B (cuadro 3).

Se hizo la genotipificacién de 4/17 muestras fecales
de perros de los centros veterinarios ya mencionados
(figura 3), en las cuales se encontraron los genotipos
especificos del huésped C (2/4) y D (2/4).

Figura 3. Gel de poliacrilamida al 6 % tefiido con bromuro de etidio que muestra los fragmentos de restriccion del producto de 432
pb del gen de la glutamato deshidrogenasa con la enzima de restriccion Nia IV

M: marcador de tamafio molecular de 100 pb; 1: control sin digerir; 2: cepa de referencia MHOM/CO/04/G40 (genotipo Al: 150,
120, 90 pb); 3: H292 (genotipo All:120, 90, 80, 70 pb); 4: H323 (genotipo All: 120, 90, 80, 70); 5: H018 (genotipo B: 290, 120 pb;
las bandas de mas de 290 pb constituyen productos de digestién parcial); 6: H355 (genotipo B: 290, 120 pb; las bandas de mas de
290 pb constituyen productos de digestion parcial); 7: perro 113 (genotipo C: 190, 120, 70 pb); 8: perro 20 (genotipo C: 190, 120, 70

pb); 9: perro 17 (genotipo D: 250, 120 pb)
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Figura 4. Gel de poliacrilamida al 6 % tefiido con bromuro de
etidio que muestra los fragmentos de restriccién del producto de
432 pb del gen de la glutamato deshidrogenasa con la enzima
de restriccion Rsal |

M: marcador de tamafo molecular de 100 pb; 1: control sin
digerir, 432 pb; 2: H227 (mezcla de Blll y BIV); 3: H275 (mezcla
de Blll y BIV); 4: H159 (genotipo BllIl: 300, 130 pb); 5: H004
(mezcla de Blll y BIV); 6: H355 (mezcla de Blll y BIV)

Discusion

Los estudios de prevalencia de giardiosis en
Colombia demuestran que las condiciones higié-
nicas estan estrechamente relacionadas con la

persistencia del protozoario. En el 2002 se reportd
en Armenia una prevalencia de 60,4 % en nifios
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afectados por el terremoto de ese afio que habi-
taban albergues temporales (21). Aflos mas tarde,
en esa misma ciudad se report6 que la prevalencia
habia descendido a 13 % en nifios que tenian
mejores condiciones de estudio y vivienda (22).
En el dltimo estudio sobre parasitismo intestinal en
ninos llevado a cabo en Ibagué (1988 a 1989), se
reportd una prevalencia de 41,4 % de G. duodenalis
(23). No se encontraron registros sobre el tema
de los siguientes 20 afios, por lo cual el presente
trabajo brinda la informacién mas reciente que se
tiene sobre giardiosis en preescolares entre 1y 5
anos de edad.

La prevalencia de giardiosis encontrada en los 331
ninos en edad preescolar incluidos en la muestra
de este trabajo fue de 11,17 % (IC,,,, 7,78-14,58),
considerablemente inferior a la registrada hace 20
anos (23). Esto podria indicar que las condiciones
higiénico-sanitarias han mejorado, asi como el
control y el tratamiento de esta parasitosis. De
acuerdo con Thompson (24) y Santos, et al., (25)
la alta prevalencia en hogares infantiles sugiere
un patrén similar al observado en infecciones
entéricas bacterianas, las cuales aparecen en un
nifo, se difunden rapidamente y permanecen en el
ambiente como fuentes de infeccion.

Cuadro 3. Genotipos de Giardia duodenalis determinados mediante PCR-RFLP de los genes de la beta giardina y la glutamato

deshidrogenasa

Codigo aislado Huésped Sexo Edad (afios) Genotipo bg Genotipo gdh
H004 Humano M 1 B BlII-BIV
HO18 Humano F 2 B Bl
H022 Humano F 2 All All
HO033 Humano F 2 B Bl
HO050 Humano M 2 B BlII-BIV
HO055 Humano M 2 B B
H068 Humano M 2 B Bl
H101 Humano F 3 All All
H104 Humano F 3 All All
H159 Humano M 3 B Bl
H170 Humano M 3 B BIV
H186 Humano M 3 All All
H195 Humano M 3 All All
H227 Humano F 4 B BIII-BIV
H246 Humano F 4 B BIV
H275 Humano M 4 B BIII-BIV
H292 Humano M 4 All All
H308 Humano M 4 All All
H323 Humano M 4 All All
H326 Humano M 4 All All
H342 Humano M ND All All
H355 Humano F Adulto B BIII-BIV
Perro 16 Perro ND Cachorro D D
Perro 17 Perro ND Cachorro D D
Perro 20 Perro ND Cachorro ND C
Perro 113 Perro ND Adulto C C

ND: no determinado
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Al comparar los datos con los de otras naciones de
Suramérica, la prevalencia de infeccién registrada
en el presente trabajo resulté inferior a la reportada
en paises como Brasil en 1991 (26) y Venezuela
en el 2007 (27), con valores entre 27,7 y 26,73 %,
respectivamente. En la mayoria de los hogares
del Instituto Colombiano de Bienestar Familiar
analizados en Ibagué (10/11), siempre se encontro,
al menos, a un nifio con giardiosis, sin importar su
estrato o ubicacién, lo cual indica que las fuentes
de infeccion del parasito se encuentran dispersas
en la ciudad.

La prevalencia de giardiosis en perros fue de
14,28 %, inferior a lo que se ha reportado en paises
desarrollados como ltalia (20,5 %) (28) y Bélgica
(43,9 %) en perros mantenidos en condiciones de
hacinamiento (29). En América Latina, en algunos
estudios de perros domésticos se encontraron
prevalencias menores a las reportadas en nuestro
trabajo, que fluctuaban entre 0,9 % en Huila,
Colombia, (30) y 9,3 % en Pert (31).

La caracterizacion del parasito mediante PCR fue
exitosa en 58,97 % (23/39) de las muestras humanas
positivas para G. duodenalis; esta disminucién en
la sensibilidad de la PCR con respecto al método
parasitolégico pudo deberse a que los blancos de
amplificacion eran de copia Unica, al bajo numero
de quistes 0 a la presencia de inhibidores de la
PCR debida a las caracteristicas de las muestras.

El andlisis de los perfiles de RFLP para ambos
genes revelé que las muestras de los nifios se
agruparon dentro de los genotipos zoonéticos
A (11/23=47,83 %) y B (12/23=52,17 %). Este
resultado concuerda con lo observado en otros
paises americanos, como Nicaragua, Brasil, Peru
y Argentina (19,26,31,32), en donde se han encon-
trado también los dos genotipos circulando entre
los aislamientos provenientes de las personas
analizadas, con valores equiparables a los hallados
en Cuba, con nueve aislamientos del genotipo A
(45 %) y 11 del genotipo B (55 %) (33).

No obstante, los resultados encontrados en este
estudio contrastan con la revision hecha por
Torres, et al. (34) quienes reportaron que México
y Colombia eran los Unicos paises de América en
los cuales no se habia encontrado el genotipo B en
infecciones en seres humanos, debido a que en el
unico estudio de analisis genético de aislamientos
de G. duodenalis mediante RAPD publicado en
el pais se reportaba la presencia de aislamientos
del genotipo A (35). Por otra parte, los reportes
sobre la genotipificacién de aislamientos de G.

278

Biomédica 2014;34:271-81

duodenalis de muestras humanas provenientes
de Risaralda y Quindio, confirman la presencia
de ambos genotipos circulando en el ambiente
(A: 84,4 % y B: 4,4 %) (Lora-Suarez, et al. La
genotipificacién directa de los aislamientos de
Giardia duodenalis por PCR [reaccion en cadena
de la polimerasa] especifico para grupos Ay B en
Colombia. Memorias, XIV Congreso Colombiano
de Parasitologia y Medicina Tropical. Biomédica.
2009;29(Supl.1):368-9).

Todas las muestras pertenecientes al genotipo A
se agruparon en el subgenotipo All/Alll (subgrupos
diferenciables solo por secuenciacion) para bg o All
para gdh, el cual es més frecuente que el subgrupo
Al y esté relacionado con aislamientos de muestras
de seres humanos (14). Este subgrupo también se
hallé en todos los aislamientos del genotipo A en
Nicaragua y Argentina (19,32), en contraste con lo
reportado en Brasil, donde las muestras positivas
para el genotipo A pertenecian al subgrupo Al (26).

De acuerdo con los resultados determinados
solamente mediante genotipificacion con el gen
gdh, los aislamientos que presentaron el perfil
caracteristico del genotipo B se agruparon en los
subgrupos BIlIl (4/12), BIV (2/12) y en la mezcla
del Blll y BIV (5/12), lo cual coincide con otros
estudios que reportan frecuencias variables en
ambos subgrupos. Ademas, aunque el genotipo B
se ha encontrado en algunos animales silvestres y
en bovinos, se ha asociado con mayor frecuencia
a infecciones en seres humanos (14).

Los genotipos Ay B se encontraron con frecuencias
de distribucién similares segun el sexo y la edad de
los nifios estudiados. Durante nuestro estudio no
se tuvo en cuenta la sintomatologia del paciente,
por lo cual no se pudo hacer una correlacion entre
el genotipo y las manifestaciones clinicas, como si
lo han hecho otros autores (36,37).

De las muestras positivas para G. duodenalis
tomadas en los perros, se hizo la genotipificacion
de 4/17 (23,53 %), y se encontré que estas muestras
pertenecian a los genotipos C y D especificos de
huésped. Estos resultados difieren de lo observado
en la mayoria de los estudios de genotipificacion
de aislamientos de perros en América, en 60 % de
los cuales se reporta la presencia del genotipo A,
en 10 %, la del genotipo B, y solo en 30 %, los
genotipos especificos de huésped C y D (34).

El hallazgo de estos genotipos especificos de
huésped en nuestro estudio puede deberse al tipo
de perros analizados, los cuales se encontraban
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hacinados en refugios y centros de proteccién
de animales. Ya se ha reportado que cuando los
perros estan agrupados, como sucede en las
perreras, es mas frecuente la transmisién directa
entre los perros y, por lo tanto, predominan los
genotipos adaptados a tal tipo de huésped. Por
el contrario, en los cachorros domésticos hay una
menor probabilidad de transmision de perro a
perro y las infecciones con el genotipo A son més
frecuentes (38).

Estos resultados difieren de los obtenidos en
Quindio y Risaralda (Lora-Suérez, et al. Geno-
tipificacion directa de los aislamientos de G.
duodenalis por PCR [reaccién en cadena de
la polimerasa] especifico para grupos Ay B en
Colombia. Memorias XIV Congreso Colombiano
de Parasitologia y Medicina Tropical. Biomédica.
2009;29(Supl.1):368-9). Estos autores encontraron
el genotipo A (86,1 %) tanto en las muestras de
Giardia tomadas de seres humanos como de
animales domésticos (perro y gato), lo cual muestra
una diferencia en la distribucion de genotipos en
Colombia e indica un posible riesgo zoonético de
los animales domésticos en estos departamentos
que presentan el genotipo zoon6tico Al.

La utilizacién de la técnica de PCR-RFLP de dos
genes diferentes y el hecho de que la identificacion
de los fragmentos de restriccion fue compatible
con los fragmentos esperados de los genotipos
reportados por Caccio, et al. (5), Lebbad, et al.
(19) y Read, et al. (20), apoyan en su conjunto la
validez de los resultados del presente trabajo, en
el cual se observé que en los hogares comunitarios
del Instituto Colombiano de Bienestar Familiar
de Ibagué predomin6 durante el estudio un ciclo
de transmision de persona a persona, pues se
encontraron los genotipos All y B que tienen baja
frecuencia en animales. Por otro lado, no fue
posible confirmar la participacién de los perros en la
transmision de G. duodenalis a los seres humanos
porque los genotipos (C y D) especificos de perros
se detectaron en cuatro individuos procedentes de
perreras y no en perros domésticos.

Por las razones mencionadas, en Ibagué y en otras
regiones del pais, se recomienda hacer estudios de
prevalencia y de genotipificacion de G. duodenalis en
nifos y animales domésticos que estén en contacto,
para determinar si existe transmision directa entre
estos y asi contribuir al conocimiento del papel que
juegan los animales como reservorios potenciales
de los genotipos zoonoéticos de este parasito.
Ademas de la genotipificacion a partir de quistes

Genotipos de Giardia duodenalis en Ibagué, Tolima

de G. duodenalis, también es importante hacer
nuevos aislamientos en cultivos para identificarlos
por secuenciacion de los genes de la beta giardina
(bg), la glutamato deshidrogenasa (gdh) y otros,
lo que permitiria organizar una genoteca de los
diferentes genotipos de G. duodenalis de origen
humano o animal que circulan en el pais.
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