¢ UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
etuADoR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y LA
AGRICULTURA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

TRABAJO DE TITULACION, PREVIO A LA OBTENCION DEL
TITULO DE INGENIERO EN BIOTECNOLOGIA

TEMA:

Caracterizacion molecular de Giardia sp. y analisis de transmision de otros
parasitos gastrointestinales mediante el uso de redes sociales en Cebus

albifrons.

AUTORA: CHAVEZ PACHECO, ANDREA JANINE

DIRECTOR: MARTIN SOLANO, SARAH, Ph.D.

SANGOLQUI

2019



UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
ECuRDOR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

CERTIFICACION

Certifico que el trabajo de titulacion, “Caracterizacion molecular de Giardia sp. y analisis
de transmision de otros parasitos gastrointestinales mediante el uso de redes sociales en
Cebus albifrons” fue realizado por la seforita Chavez Pacheco, Andrea Janine el mismo
que ha sido revisado en su totalidad, analizado por la herramienta de verificacion de similitud
de contenido; por lo tanto cumple con los requisitos tedricos, cientificos, técnicos,
metodologicos y legales establecidos por la Universidad de Fuerzas Armadas ESPE, razon
por la cual me permito acreditar y autorizar para que lo sustente publicamente.

Sangolqui, 19 de febrero del 2019

dU¢&\ e

Sarah Martin-Solano, Ph.D.
DIRECTORA
C.C: 1727221721




i

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

1922

ECUADOR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

AUTORIA DE RESPONSABILIDAD

Yo, Chavez Pacheco, Andrea Janine declaro que el contenido, ideas y criterios del trabajo
de titulacion “Caracterizacion molecular de Giardia sp. y analisis de transmision de otros
parasitos gastrointestinales mediante el uso de redes sociales en Cebus albifrons” es de
mi autoria y responsabilidad, cumpliendo con los requisitos tedricos, cientificos, técnicos,
metodologicos y legales establecidos por la Universidad de Fuerzas Armadas ESPE,
respetando los derechos intelectuales de terceros y referenciando las citas bibliograficas.

Consecuentemente el contenido de la investigacion mencionada es veraz.

Sangolqui, 19 de febrero del 2019

Andrea Janine Chavez Pacheco
AUTORA
C.C: 1723263081



il

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
ECUADOR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

AUTORIZACION

Yo, Chavez Pacheco, Andrea Janine autorizo a la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE publicar el trabajo de titulacion: “Caracterizacion molecular de Giardia sp. y andlisis
de transmision de otros pardsitos gastrointestinales mediante el uso de redes sociales en
Cebus albifrons”, en el Repositorio Institucional a partir de diciembre de 2019, cuyo

contenido, ideas y criterios son de mi responsabilidad.
Sangolqui, 19 de febrero de 2019

Andrea Janine Chavez Pacheco
AUTORA
C.C: 1723263081



v

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

1922

ECUADOR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE LA VIDA Y LA AGRICULTURA
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

EXCEPCION DE AUTORIZACION DE PUBLICACION

Yo, Chavez Pacheco, Andrea Janine autora del trabajo de titulaciéon “Caracterizacion
molecular de Giardia sp. y analisis de transmision de otros parasitos
gastrointestinales mediante el uso de redes sociales en Cebus albifrons” remito mi
solicitud que fue presentada al sefior Tcrn. Victor Villavicencio Alvarez Vicerrector de
Docencia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, en la que consta la autorizacion
para la no publicacion temporal hasta diciembre del 2019, en el Repositorio Institucional
del trabajo de titulacion antes mencionado, razon por la cual se publicard Ginicamente los
datos bibliograficos y el resumen.

Sangolqui, 19 de febrero 2019

Andrea Janine Chavez Pacheco
AUTORA
C.C: 1723263081



DEDICATORIA

Con todo mi cariio y amor para mi familia por motivarme e impulsarme en mi

formacion profesional y personal dia a dia.

A todas mis amigas, por haber compartido conmigo los afios de formacion universitaria

y brindarme siempre su apoyo, confianza y carifio.

A los docentes y personas que brindaron su conocimiento para la elaboracién de esta

tesis.

Andrea

“Lo que haces marca la diferencia, y
tienes que decidir qué tipo de diferencia
es la que quieres hacer”.

Jane Goodall



Vi

AGRADECIMIENTOS

A la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE por ofrecerme los recursos para formarme
como una profesional, por los docentes y personas que me permitié conocer, asi como las
experiencias que permitio formar durante el transcurso de mi carrera.

A mi asesora de tesis Sarah Martin-Solano Ph.D. por motivarme e impulsarme a
desarrollar esta investigacion, y por brindarme la oportunidad de trabajar dentro del campo de
la conservacion y compartirme su conocimiento.

Al Instituto de Investigacion en Salud Publica y Zoonosis - CIZ, por disponer del uso de
sus instalaciones y al personal que me brind6 su apoyo durante parte de este trabajo, en
especial a Elizabeth Minda, y Gustavo Echeverria por su guianza y aporte de ideas durante el

desarrollo de este trabajo.



vii

TABLA DE CONTENIDOS
CERTIFICACION.....cuueruerneensenssnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasssss i
AUTORIA DE RESPONSABILIDAD.........ccueuuieuerncrcsessesessesssesscssssssssssssessssessessssessssessssssssssens ii
AUTORIZACION......ouutuuernnrernsessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssassses iii
EXCEPCION DE AUTORIZACION DE PUBLICACION.......coseureuennenssenscnsenssnsensessssases iv
DEDICATORI A.....ouuuiiiuiiiinriiinniinnsnnicssnnisssssisssssssssssssssssssssssosssssssssssossssssssssssssssssssassssssssssssssssssssss A
AGRADECIMIENTOS.....ccointiiiinnnniicnssnsicssssassessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss vi
TABLA DE CONTENIDOS....cciiinviinneiensnicssnissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssassss vii
LISTADO DE TABLAS....uuiirntiiinniennnicsssnisssssssssssssssssssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnses ix
LISTADO DE FIGURAS . ...uuiiiiiiinuiinsnicssnnsssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssasssssssssssssssssassssssssssnsssss X
LISTA DE ABREVIATURAS....cicoitnntiiinnnniicssssntiesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses Xi
RESUMEN....ciiiinniiicnisnrmessssnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss xii
ABSTRACT ..cuuuuiiiiiinnnicnissnniicssssssnsssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss xiii
CAPITULO 1- INTRODUCCION......ouureerrrcrcrnscsnssessessssessesessesssessessssessssssssesssssssesessssssesssens 1

1.1. Formulacion del Problema..................ccoooiiiiiiiiiiiii ettt e ve e e eave e e evaeeenees 1
120 JUSHTICACION. ...ttt e bt et ettt st e st e e sbeeeebeeeeaes 4
1.30 ODBJEEIVOS. .....oooieeiiieeiee ettt e ettt e et e e et e e e teee e nteeeesseeeantaaeeansaee e nnntnnaeeaaaeeeeeannnnnes 5
CAPITULO 2 - MARCO TEORICO.....ucuuenirereenirercsessssssesssssssssssssssssssssssesssssessssssssssasssssasssasss 6
2.1. Mono capuchino de frente blanca Cebus albifrons......................ccceeeevuvieiceieeniieeeciieeecieeeeeeeenns 6
2.2. Analisis de redes sociales en epidemiologia...................coccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiii 9
230 GHATAEASES. ..ottt at e b et ettt sttt s bt e sttt e e st eeeeeaaee 11
2.4, Identificacion de Giardia sp. en Primates no Humanos..................ccoococevvviieeiniin e, 18
CAPITULO 3- METODOLOGI A ....ceoeurenernsereenssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssses 22
3.1. Revision DibLoGrafica.............cccooiiiiiiiiiii ettt 22

3.2. Descripcion del grupo de eStudion.............co..ooiiiiiiiiiiiiiiiii e 22



3.3. Datos de COMPOITAMEEIITO. .........ccc.eiiiiiiiiiiiiiiiitie ettt ettt e ettt e ettt e e e s et e e eeeeeeas 22
3.4. Recoleccion de muestras fecales...............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiece e 23
3.5. Redes de contacto y proxXimidad..............cooooiiiiiiiiiiiiiie et e e 24
306, ParasitiSINO. ... ....cooooiiiiiiiiii ettt et e b e bt b e s tee e e 24
3.7. Identificacion molecular de Giardia Sp...............c.ccoooieiiiiiiiiiiiiiiiii e 25
3.8, ANALSIS fIlOZENELICO. .........ocviiiiiiiiieii ettt et e e s e e e 29
3.9, AnNALSES eStAdISTICO..........oooiiiiiii e e 29
CAPITULO 4- RESULTADOS....cuiitiutiensnricssnnscsssnsssssssssssssssssssssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssss 31
4.1, ParaStiSINO. ... ..oooiiiiiiiiiiiiiiiii ettt ettt ettt e et e bttt e s bt e e e bt e e e sttt e s abeeeebaeeesaebaee 31
4.2. Redes sociales y ParasitiSmo...............cocccooiiiiiiiiiiiiiiii e 35
4.3. Identificacion molecular de Giardia SP.................cccueeeeuieiiiiiiieeiee ettt e e saee e 40
4.4, ANALISES fIlOZENELICO..........c..oeiiiiiiieie ettt e et e e e b ee e etbeeeearaeeeeeennnnnnnns 42
CAPITULO 5- DISCUSION.....uueuuiumenmnscnsisenssessssssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssses 46
5.1 PAraStiSINO. ......oooiiiiiiiiiiii ettt ettt et e st e e st e e s bt eesabteeebaeeesaebaes 46
5.2. Redes sociales y PArasitiSIo. . ...........cc.oooviiiiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e e e e e 49
5.3. Analisis molecular de Giardia SP.................cccoeeeeuiieeeiiiieeiee ettt e e e e e e e e e e nnees 51
CAPITULO 6 - CONCLUSIONES «ee56
CAPITULO 7 - RECOMENDACIONES w57

BIBLIOGRAFTA . ...eeeeeeeeeeeeeeeessesesessssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssasassssssssnssssnssssssnsans 58



X

LISTADO DE TABLAS
Tabla 1. Especies reconocidas del género Giardia..................coueevuueeecueeeiiueeeciieeeiieeeiieeeeciaeeaen 13
Tabla 2. Genotipos de Giardia Sp. cOn SUS ROSPEAETOS...........cc.eeecureeceeeeiieeeiieeecieeeeieeeeveeeeaee s 14
Tabla 3. Estudios de Giardia sp. en especies de PNH del nuevo mundo................ccc.cccceuvvvnennn. 21
Tabla 4. Matriz SOCIOMEITICA. .........cc..cocueiiiieiiiiii ettt sttt s 24
Tabla 5. Distribucion de Cebus albifrons durante los afios de muestreo..............ccceeueeecvveennen.. 25
Tabla 6. Cebadores empleados para la caracterizacion molecular de Giardia sp....................... 28
Tabla 7. Datos de parasitismo en la poblacion de Cebus albifrons...............cccveeevuveeevveecnvnnnn.. 35
Tabla 8. Parametros de la red de contacto obtenido con el software GEPHI.............................. 36

Tabla 9. Muestras positivas para Giardia SP..............coouieiiiiei i, 40



LISTADO DE FIGURAS
Figura 1 Acicalamiento ntre PriMateS..........cccueeruierieerueerieeiteenieesteessreeseeseesneeesssaeessseeessneeeses 7
Figura 2 Diagrama de una red social de primates...........cceecveeriieriieniienieeiieeie et 10
Figura 3 Esquema de las caracteristicas morfologicas de Giardia duodenalis............................. 13
Figura 4 Ciclo de Vida de Giardia duodenalis en un hospedero humano.............ccccceeevvieennnnn.. 16
Figura 5 Principales ciclos de transmision de Giardia SP..........cccueeeveeeueeseeesieenieeiieesieeeiiee e 17
Figura 6 Parésitos gastrointestinales hallados en Cebus albifrons de Misahualli......................... 31

Figura 7 Prevalencia de Hymenolepis sp. y Strongyloides sp. agrupados por sexo y edad en

los diferentes aflos de ESTUAIO. ... ceueruiiriiriirieiereee e 34
Figura 8 Sociogramas de la poblacion de Cebus albifrons estudiada..............cceevveviiieenineennen. 37
Figura 9 Redes de contactos agrupadas bajo diferentes Criterios..........ccueevveerveesirenieeneeenneeeennne. 39
Figura 10 Prevalencia de infeccion por Giardia sp. durante los afios de estudio.............cocueeeee. 42

Figura 11 Dendogramas de Giardia sp. basadas en secuencias de nucledtidos del gene triosa
£OSTAt0 ISOMETASA. .....cuviniiiiiiiieiicite ettt s s 44
Figura 12 Dendogramas de Giardia sp. basadas en secuencias de nucledtidos del gen

glutamato deshidrogenasa...........cccueeiiiiiieiiieiiieie e 45


../../../../../../../../../../C:%5CUsers%5CAndrea%5CDownloads%5CTESIS%20CHAVEZ%20ANDREA%2003%2001%2019.%20corr%20sarah%20martin%20docx.docx#_Toc534660230
../../../../../../../../../../C:%5CUsers%5CAndrea%5CDownloads%5CTESIS%20CHAVEZ%20ANDREA%2003%2001%2019.%20corr%20sarah%20martin%20docx.docx#_Toc534660230

Xi



LISTA DE ABREVIATURAS

ADN= Acido desoxiribonucléico

BLAST = Basic Local Alignment Search Tool
Pb = Pares de bases

CP= Control Positivo

CN= Control Negativo

dNTPs = Desoxiribonucledtidos trifosfato

N = tamafio de la poblacion

ng = nanogramos

uL. = micro Litros

PBS= Buffer fosfato salino

PCR= Reaccion de cadena de polimerasa
PCRn= Reaccion de la cadena polimerasa anidada
PVPP= polivinilpirrolidona

r= Rho de Spearman

r = Correlacion de Pearson

rpm= revoluciones por minuto

sp. = Especie

spp-= Especies

Taq= Thermus aquaticus

UV= Luz ultra violeta

pm= micras

xii



Xiii

RESUMEN

Los primates no humanos (PNH) son especies que viven en grupos sociales, desarrollando
interacciones que podrian facilitar la transmision de patogenos. Para explicar la relacion entre
las actividades sociales y la transmision de pardsitos gastrointestinales puede emplearse el
enfoque del andlisis de redes sociales (ARS). Por otra parte, la identificacion molecular de
Giardia sp. en PNH provee informacion epidemiologica de la infeccion en areas endémicas.
Durante marzo del 2017, se tomaron 144 horas de observacion de comportamientos en un
grupo de 9 individuos de Cebus albifrons de la localidad de Misahualli. Al mismo tiempo, se
colectaron tres fecas por individuo las cuales fueron conservadas para andlisis coprologicos.
Para la identificacion molecular de Giardia sp. se colectaron 48 muestras durante tres
diferentes periodos (2012, 2017 y 2018). Se identificaron dos pardsitos gastrointestinales:
Strongyloides sp. e Hymenolepis sp. y mediante, el Analisis de Redes Sociales, se establecio
una relacion entre la riqueza de parasitos y los individuos mas centrales. Ademas se encontro
que Strongyloides sp. fue el Uinico pardsito que se transmitio efectivamente dentro de toda la
red. La prevalencia de Giardia sp. fue de 61.2 % y todos los aislados provenientes de la
poblacion de Cebus albifrons fueron identificados como genotipo B. La poblacion de vida
libre de Cebus albifrons de Misahualli presenta pardsitos como nematodos, céstodos y
protozoarios y se requiere de un plan de manejo para evitar la antropozoonosis y una posible
transmision zoondtica.

Palabras clave:

e ANALISIS DE REDES SOCIALES.
® Cebus albifrons.

e  Giardia sp.
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ABSTRACT

Non-human primates (NHP) are species that live in social groups, performing several
interactions that could enable pathogen transmission. The social network analysis (SNA)
approach can be emplyed in order to explain the relationship between social activities and the
transmision of gastrointestinal parasites. Otherwise, the molecular identification of Giardia
sp. in NHP provides epidemiological information of infection in endemic areas. During
March 2017, we collected a total of 144 hours of observation and three fecal samples per
individual, for coprological analizes of 9 individuals of Cebus albifrons. For the molecular
identification of Giardia sp. We collected 48 fecal samples during three different periods
(2012, 2017, 2018). We identified two gastrointestinal parasites: Strongyloides sp. and
Hymenolepis sp. Through SNA, we established a relathionship between the richness of
parasites and the most central individuals and Strongyloides sp. transmitted effectively within
the social network. Moreover, the average prevalence of Giardia sp. during the years of the
study, was 61.2 %; and all the isolates obtained were identified as genotype B. Cebus
albifrons from Misahualli are parasited with nematodes, cestodes and protozoans and require

control measures to protect their health and avoid a possible zoonotic transmission.

Keywords:
* SOCIAL NETWORK ANALYSIS
* Cebus albifrons.

* Giardia sp.



CAPITULO 1- INTRODUCCION

1.1. Formulacion del Problema

Los primates no humanos (PNH) son especies que viven y forragean en grupos variables
compuestos por individuos de ambos sexos y varias edades (Kappeler & van Schaik, 2002).
Este estilo de vida garantiza beneficios, entre los que se destacan el acceso a comida, asi
como el evitar a los depredadores (Van Schaik, 1983; Wrangham, 1980). Sin embargo, el
costo de vivir en grupo hace que la transmisioén de ciertos parasitos se incremente debido al
contacto entre individuos (Altizer et al., 2003). Por ejemplo, el acicalamiento es una actividad
social (Henazi & Barrett, 1999), en la cual los primates remueven suciedad, insectos,
parasitos de otro individuo (Saunders & Hausfater, 1988). Si bien esta actividad ha demostrado
disminuir ectoparasitos (Akinyi et al., 2013), podria incrementar la transmision de nematodos
u otros parasitos gastrointestinales (Duboscq, Romano, Sueur, & Maclntosh, 2016; Rimbach

et al., 2015).

Para examinar la transferencia de parasitos dentro de un contexto social, es necesario la
aplicacion de modelos que relacionen estos dos aspectos (Godfrey, 2013; Rushmore,
Bisanzio, & Gillespie, 2017; White, Forester, & Craft, 2017). El analisis de redes sociales
(ARS), es una herramienta que ha sido aplicada para explicar comportamientos sociales y
dinamicas grupales en primates desde los afios 70 (Hinde, 1976; Kummer, 1968) pero en los
ultimos afos, se ha empleado para explicar la relacion parasito-primate considerando el
contexto social (Godfrey, 2013; Rushmore et al., 2017). El ARS se ha aplicado también en
otras especies como leones (Craft, Volz, Packer, & Meyers, 2010), lagartos (Godfrey, Moore,
Nelson, & Bull, 2010), mapaches (Hirsch, Prange, Hauver, & Gehrt, 2013) puesto que facilita

describir la relacion de los patrones de contacto para inferir posibles rutas de transmision de
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patdgenos y proveer informacion sobre su dispersion en una poblacion (Rushmore et al.,
2017; White et al., 2017). Se debe mencionar que el andlisis de la transmision de micro
parasitos ha recibido poca atencion, pero debido al desarrollo de herramientas moleculares se

percibe como un area prometedora de estudio (Rushmore et al., 2017).

La influencia de las actividades antrépicas ha intensificado el riesgo de que determinados
agentes patdgenos como parasitos gastrointestinales: Oesophagostotum sp. (Cibot et al., 2015)
Ancylostoma sp., Strongyloides sp. (Hussain, Ram, Kumar, Shivaji, & Umapathy, 2013),
Ascaris lumbricoides (Mafuyai, Barshep, Audu, Kumbak, & Ojobe, 2013); hemoparasitos:
Plasmodium sp. (Faust & Dobson, 2015; Springer, Fichtel, Calvignac-Spencer, Leendertz, &
Kappeler, 2015) o virus: fiebre amarilla (Almeida et al., 2014), ébola (Leroy et al., 2004)
puedan transmitirse entre especies de PNH y seres humanos, debido a su estrecha relacion
filogénetica (Daszak, Cunningham, & Hyatt, 2001). Por lo que el conocimiento sobre
enfermedades infecciosas y parasitarias que los primates puedan portar a manera de
reservorios zoondticos, pueden tener impacto en la salud humana y la conservacion de las
especies (Akinyi et al., 2013; Soares et al., 2011; Volotao, Junior, Grassini, Peralta, &
Fernandes, 2008).

En Ecuador, pocos estudios han sefialado la intensidad y riqueza de los parésitos hallados
en primates de vida libre asi como en cautiverio (Helenbrook, Wade, Shields, Stehman, &
Whipps, 2015; Martin-Solano et al., 2017). En cautiverio, se ha analizado por medio de
analisis de redes sociales, la influencia del tamafio de las jaulas y el comportamiento en la
diversidad e intensidad parasitaria de chorongos (Lagothrix lagotricha) (Martin-Solano et al.,
2013). Sin embargo, en vida libre, no ha sido analizada la influencia del contexto social y el
numero de interacciones heterogéneo que poseen los individuos dentro de una red y los

niveles de parasitismo.
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Los PNH neotropicales generalmente son infectados por distintos tipos de pardsitos
gastrointestinales, entre los que se encuentran nematodos: Trichostrongylidae, Oxyuridae,
Strongyloidae, Ancylostomatidae, Ascarididae y Gnathostomatidae (Rondoén et al., 2017);
céstodos como Hymenolepididae (Martin-Solano et al., 2017); trematodos (Rondon et al.,
2017; Vitazkova & Wade, 2006); y protozoarios como Entamoeba sp., Giardia sp. (Verweij
et al., 2003; Vitazkova & Wade, 20006), y Balantiididae (Rondon et al., 2017). El estudio de
parésitos en primatologia, es de importancia debido a los efectos que puede causar en la
demografia de las poblaciones y comportamiento (Solorzano-Garcia & Pérez-Ponce de Ledn,
2018). Giardia sp. es un ejemplar ideal de un parasito zoonoético, ya que puede ser encontrado
en vida silvestre como resultado de las actividades humanas (Thompson, 2013). Giardia sp. ha
sido un parasito encontrado en PNH de vida libre (Johnston et al., 2009; Kowalewski et al.,
2010) como en cautiverio (Beck et al., 2011; Levecke, Dorny, Geurden, Vercammen, &
Vercruysse, 2007; Volotao et al., 2008; Ye et al., 2013; Zhong et al., 2017). Este protozoario
fue inicialmente descrito por van Leeuwenhoek en 1681, y hace mas de 30 afios se listd como
una zoonosis por la World Health Organization (WHO), debido a observaciones que
indicaban que campistas habian sido infectados al beber agua contaminada con heces fecales
de castores (Thompson, 2004; Thompson, Kutz, & Smith, 2009). Actualmente, es el parasito
intestinal mas reportado en el mundo, con aproximadamente 280 millones de personas

sufriendo de infecciones sintomaticas cada afio (Upcroft & Upcroft, 2001; WHO, 1996).

Este protozoario, tiene una variedad amplia de hospederos pero G. duodenalis (syn. Giardia
intestinales; Giardia lamblia) es la inica especie que se encuentra tanto en humanos, como en
animales domésticos y en varias especies de mamiferos silvestres (Thompson & Monis,
2011). EI desarrollo de técnicas moleculares ha permitido agrupar los genotipos de Giardia

sp. que infecta mamiferos de acuerdo al hospedero (Feng & Xiao, 2011), y de esta manera se
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ha logrado reportar genotipos zoondticos (A y B) en primates no humanos (PNH) que viven
en proximidad a personas y animales domésticos (Berrilli et al., 2011; Teichroeb, Kutz,
Parkar, Thompson, & Sicotte, 2009). Sin embargo, en Ecuador los estudios de la diversidad
genética de Giardia sp. y el establecimiento de reservorios zoondticos son escasos (Atherton
et al., 2013; Sarzosa, Graham, Salinda, & Trueba, 2018). No existe ningin tipo de
investigacion en el pais, sobre la diversidad genética de este protozoario, en grupos de

primates de vida libre o en cautiverio y su relacion con la salud publica.

1.2. Justificacion

El estudio del estado de las poblaciones de primates en el Ecuador, es necesario para
desarrollar herramientas y acciones de conservacion. Los estudios en la region Amazonica se
han enfocado en una variedad de aspectos que incluyen ecologia y comportamiento (de la
Torre, 2010, 2012), mientras que los estudios sobre parasitismo en vida silvestre o en
cautiverio son escasos (de la Torre, 2012; Helenbrook et al., 2015). El grupo de monos
capuchinos (Cebus albifrons) que habitan libremente en el Puerto Fluvial de Misahualli, se
presenta como un modelo de interés, para analizar la influencia del contexto social con el
nivel de parasitismo, mediante la aplicacion de modelos estadisticos como el ARS y técnicas
moleculares para inferir rutas de infeccion en un ambiente perturbado por la presencia

humana.

La aplicacion de modelos estadisticos como el ARS, provee una manera econémica y €tica
de evaluar que tipo de variables son los mas influyentes en la transmision de enfermedades
parasitarias y qué intervenciones podrian ser las mas efectivas (Godfrey, Moore, Nelson, &
Bull, 2010; Lloyd-Smith et al., 2009; Thompson et al., 2009). Por su parte, la aplicacion de

técnicas moleculares, permite efectuar diagnosticos mediante la amplificacion selectiva de



ADN parasitico presente en heces fecales, facilitando la evaluacion de la salud de los primates
sin utilizar métodos invasivos (Chapman, Gillespie, & Goldberg, 2005). Ademas el analisis de
la diversidad genética de Giardia sp. aportara al entendimiento de la epidemiologia molecular
de la giardiasis en areas endémicas.

Esta investigacion resalta la importancia de una fuente coproparasitoldgica de primates en
medio antropico, con la finalidad de disefiar medidas preventivas y de seguridad para
precautelar el bienestar de los PNH y las personas que entren en contacto (David et al., 2014;

Zanzani, Gazzonis, Epis, & Manfredi, 2016).

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general del proyecto

Caracterizar molecularmente Giardia sp. y analizar la transmision de otros parasitos

gastrointestinales mediante el uso de redes sociales en Cebus albifrons.

1.3.2. Objetivos especificos

e Estimar la relacion entre la intensidad de la infeccidon parasitaria con el grado
interaccion entre individuos dentro de una red social, su edad y sexo.
e Establecer la prevalencia e incidencia de Giardia sp. en el grupo de vida silvestre en

medio antropico de la Amazonia Ecuatoriana.

® Identificar las posibles fuente de infeccion por Giardia sp. en primates no humanos,

mediante la genotipificacion.



CAPITULO 2 - MARCO TEORICO

2.1. Mono capuchino de frente blanca Cebus albifrons

2.1.1. Distribucion
Los capuchinos de frente blanca (Cebus albifrons) son una especie del Nuevo Mundo, se
encuentra al noroeste de América del Sur, incluyendo los territorios de Venezuela, Colombia,
Ecuador, Peru y Brasil (Hill, 1960). En Ecuador, se encuentra en la Costa, la Amazonia y
estribaciones de los Andes (Tirira, 2007a). La poblacion de esta especie en el occidente del
territorio ecuatoriano corresponde a la subespecie Cebus albifrons aequatoriales (Tirira,
2007a) mientras que la poblaciones al oriente de los Andes corresponde a la subespecie

Cebus albifrons cuscinus (de la Torre, 2010, 2012).

2.1.2. Descripcion
Cebus albifrons es una de las especies de primates mds pequefias del género Cebus
llegando a medir entre 75 a 93 cm, con un rango de peso que varia entre 1 100 a 3 300 g (Hill,
1960). Ambos sexos presentan un patron de coloracion complejo, exhibiendo un color pardo
oscuro en la espalda que se vuelve claro a medida que avanza a la zona ventral (Tirira,
2007b). La esperanza de vida de estos individuos llega a los 44 afios en cautiverio (Hakeem,

Sandoval, Jones, & Allman, 1996).

2.1.3. Patrones de comportamiento
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Esta especie es altamente sociable, establece grupos de entre 15 a 35 miembros, liderados
por una pareja dominante (Smuts, Cheney, Seyfarth, Wrang-ham, & Struhsaker, 1987). Las
actividades de Cebus albifrons comprenden en su mayoria forrajeo junto con movimiento, y
el tiempo restante se emplea para descansar y socializar (Matthews, 2009; Terborgh, 1983).
Cebus albifrons son onmivoros, pero se alimentan principalmente de frutas, y ademas de
pequefios invertebrados (Chinchilla, Guerrero, Gutierrez-Espeleta, Sanchez, & Valerio

Campos, 2007; Matthews, 2009; Terborgh, 1983).

Figura 1 Acicalamiento entre primates.
Hembra adulta (izq) acicalando a un individuo
juvenil deCebus albifrons, en Misahualli-Tena.

2.1.4. Situacion actual
La Lista Roja UICN, indica que el estado de Cebus albifrons es de preocupacion menor (de
la Torre, Morales, Link, & Cornejo, 2015); sin embargo, la subespecie de la costa Cebus
albifrons aequatoriales estd considerada en Peligro Critico (Cornejo & de la Torre, 2015). En
contraparte, la poblacion de la amazonia (Cebus albifrons cuscinus) se considera estable

(Tirira, 2007a) y se encuentra categorizado como Casi Amenazado en el Libro Rojo de los
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Mamiferos del Ecuador, y listada en el Apéndice II de CITES (Convention on the
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora). Sin embargo, a mediano
plazo puede ser considerada una especie amenazada debido a la presion de la caceria y
comercializacion, por lo que su conservacion debe ser tomada en cuenta (de la Torre, Arcos,
Pozo, Zapata Rios, & Tirira, 2011).
2.1.5. Parasitos gastrointestinales en capuchinos (Cebus spp.)

Los estudios sobre la riqueza intestinal, y los efectos sobre la salud y comportamiento de
monos capuchinos (Cebus spp.) son escasos (Rondon et al., 2017). Las infecciones
gastrointestinales son comunes en monos capuchinos (Cebus spp.) (Chinchilla et al., 2007),
presumiblemente debido a la dieta omnivora que poseen (Rondon et al., 2017). Estudios han
reportado en grupos de vida libre de Cebus capucinus en Costa Rica, una variedad de
parasitos entre los que se incluyen Strongyloides sp., Filariopsis sp., Giardia duodenalis,
Prosthenorchis sp. (Chinchilla et al., 2007; Parr, Fedigan, & Kutz, 2013). En Cebus
versicolor, de vida libre en un hdbitat fragmentado de Colombia, se reportd nematodos:
Trichuridae,  Trichostrongylidae,  Oxyuridae,  Strongyloididae, = Ancylostomatidae,
Ascarididae, protozoarios: Entamoaeba; huevos de trematodos, céstodos y acantocéfalos
(Rondén et al., 2017). En Cebus albifrons de vida libre en la Amazonia ecuatoriana, se
identificd Strongyloides sp., Hymenolepis sp., Capillaria sp. (Martin-Solano et al., 2017). En
otro grupo de Cebus albifrons de vida libre en Pert, se encontrd Strongyloides sp. Endolimax
sp., Chilomastix (Phillips, Haas, Grafton, & Yrivarren, 2004).

En la revision sobre parasitos en PNH neotropicales realizada por Solorzano-Garcia
(2018), ademas de los senalados anteriormente, se sefiala que en Cebus albifrons se ha
encontrado: Entamoeba sp. Isospora cebi, Plasmodium brasilianum, Toxoplasma gondii,

Trypanosoma cruzii, T. lambrechti, T. minansense, T. rangeli; acantocephalos:
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Prosthenorchis elegans; Nematodos: Dipetalonema obtusa, Trypanoxyuris clementinae y

Acariformes.
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2.2. Analisis de redes sociales en epidemiologia

El andlisis de redes sociales (ARS) es una herramienta para estudiar las interacciones
sociales o bioldgicas, basandose en modelos matemadticos para cuantificarlas y visualizarlas
(Wasserman & Faust, 1994). En el campo de las enfermedades infecciosas y parasitarias, las
redes de contacto son una herramienta util para responder preguntas sobre ecologia (Barber &
Dingemanse, 2010), comportamiento animal (Henazi & Barrett, 1999) y transmision de
patoégenos en vida silvestre (Rushmore, Bisanzio, & Gillespie, 2017; White, Forester, & Craft,
2017). Pueden predecir a nivel individual, el riesgo de infeccion o exposicion mientras que a
un nivel de poblacién pueden reflejar la dinamica de las epidemias (Rimbach, Bisanzio et al.

2015; White, Forester et al. 2017).

Las redes de epidemiologia estan compuestas por nodos (individuos) interconectados por
enlaces (contactos) que pueden permitir la transmision de parasitos (Ver Figura.2 ) (White et
al., 2017). Se debe mencionar, que un contacto efectivo, sera cualquier interaccion que pueda
permitir la transmision de un agente infeccioso entre un par de individuos dependiendo de
factores como el estilo de vida del hospedero y el ciclo de vida del patogeno (Godfrey, 2013;
White et al., 2017). Por ejemplo, un contacto efectivo para la transmision del €bola puede ser
una proximidad espacial de 5 m, debido a que el virus puede transmitirse por aerosoles
(Rushmore et al., 2013), mientras que para la transferencia de parésitos gastrointestinales, un
contacto efectivo puede ser el acicalamiento o cualquier contacto directo (Maclntosh et al.,

2012).
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Figura 2 Diagrama de una red social de primates. Cada nodo
(cuadrado) representa a un individuo diferente, mientras que
las lineas indican la ausencia o presencia de interacciones.

Para describir la posicion de un individuo en la red, se emplea un conjunto de medidas de
centralidad, que permite determinar la centralidad del individuo y que tan importante es su rol
en la transmision de agentes infecciosos (Godfrey, 2013; Romano et al., 2016). Se sugiere que
mientras mas céntrica sea la posicion del sujeto, su rol en la transmisiéon de patégenos es
mayor (Gomez, Nunn, & Verdu, 2013; Rimbach et al., 2015). Entre las medidas locales de
centralidad se encuentran: 1) Centralidad de grado (degree) nimero de individuos asociados
a un nodo dentro de una red (Maclntosh et al., 2012) mientras que la suma de las
interacciones se llama Fuerza del nodo (Romano et al.,, 2016). 2) Centralidad de
interconexion (betweenness) que permite identificar individuos que actien como
intermediarios, conectando a otros individuos y cumpliendo un rol en la dispersion de

parasitos (Farine & Whitehead, 2015; Friant, Ziegler, & Goldberg, 2016; Gomez et al., 2013;
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Rushmore et al., 2017). Se define como el nimero de caminos minimos que conectan a
cualquier par de nodos (Romano et al., 2016); cuando el indice esta al minimo indica que los
individuos estan conectados del mismo modo (Rimbach et al., 2015). 3) Centralidad de
cercania (closeness) definido como el camino mas corto para alcanzar a todos los individuos
de una red desde un individuo (White et al., 2017), esta medida se puede emplear para
identificar que tan bien conectados estdn los centros sociales, para que los pardsitos se
distribuyan dentro de la red (Rushmore et al., 2017; Silk et al., 2017). Un nivel elevado de
cercania en un individo, indica que conecta con todos (White et al., 2017). 4) Centralidad de
vector propio (eigenvector), este valor se basa en que la centralidad de un individo depende
de que tan centrales sean sus vecinos (Maclntosh et al., 2012; Romano et al., 2016).
Otro parametro empleado para describir la composicion de la red o a nivel individual, es el
Coeficiente de agrupamiento (clustering coefficent), que indica como los vecinos de un
individuo estan directamente conectado el uno al otro (Brent, Lehmann, & Ramos-Fernandez,

2011).

2.3. Giardiasis
2.3.1. Generalidades

Giardia sp. es un protozoario flagelado, que fue inicialmente descrito por van
Leeuwenhoek en 1681 (Adam, 2001). Tiene una amplia variedad de hospederos (Thompson
& Monis, 2011) y esta distribuido globalmente (Feng & Xiao, 2011) causando 280 millones
de infecciones por afio (WHO, 1996). Se ha listado por la World Health Organization (WHO)
dentro la Iniciativa de Enfermedades Desatendidas desde el 2004, debido al impacto
socioecondmico en personas infectadas principalmente en paises en desarrollo (Savioli,
Smith, & Thompson, 2006). En estos paises, la prevalencia de la enfermedad es elevada (Feng

& Xiao, 2011) debido a factores como la contaminacion fecal del suelo o de la comida, poco
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acceso a agua potable, falta de salubridad y condiciones socioecondmicas vulnerables
(Sanchez et al., 2017; Savioli et al., 2006).

En Ecuador la prevalencia de la infeccion es de aproximadamente 20% (adultos y nifios) en
comunidades rurales (Atherton et al., 2013; Rinne, Rodas, Galer-Unti, Glickman, &
Glickman, 2005). Se ha sugerido que los animales domésticos infectados (e.g. perros,
codornices, cerdos) pueden jugar un rol en la transmision de Giardia en comunidades semi-
rurales ecuatorianas (Sarzosa, 2018), sin embargo hasta la fecha no existen datos sobre el rol
de la fauna silvestre.

Las manifestaciones clinicas en seres humanos son las mas conocidas (Thompson & Monis,
2004) pudiendo presentarse desde cuadros asintomaticos a diarreas agudas, deshidratacion,
dolor abdominal, natsea y pérdida de peso (Adam, 2001; Feng & Xiao, 2011). En PNH se ha
relacionado la infeccion con la presencia de diarreas y afecta principalmente a animales
jovenes (Kramer, Hachey, Wachtman, & Mansfield, 2009). La severidad del cuadro,
dependera del estado nutricional e inmunolégico del hospedero y la virulencia del parésito
(Robertson, Hanevik, Escobedo, Merch, & Langeland, 2010).

2.3.2. Caracteristicas morfologicas

Giardia se presenta como un trofozoito, moétil de simetria bilateral, con forma de pera o
elipsoidal, con una superficie dorsal convexa y un disco adhesivo en la superficie ventral
(Adam, 2001). Presenta dos nucleos, con cuatro pares de flagelos (Thompson, 2004). El
quiste, esta cubierto por una pared de 0.3 a 0.5 mm formada por polimeros de N-acetil
galactosamina (Lujan, Mowatt, & Nash, 1997), que le permite a sobrevivir fuera del
hospedero y resistir las condiciones ambientales (Adamska, Leonska-Duniec, Maciejewska,

Sawczuk, & Skotarczak, 2010). Contiene cuatro o dos nucleos, dos axonemas (estructura
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contractil interna de los flagelos) cercanos al nucleo y fragmentos del disco adhesivo (Adam,

2001).

Flagelo =

Cariosoma

Niicleo

Disco
succionador

Niicleo

parahasal

Pared
del gquiste

Axostilo

TROFOZOITO QUISTE

Figura 3 Esquema de las caracteristicas morfologicas
de Giardia duodenalis. A) Trofozoito; B) Quiste.
Fuente: (Cordero, Oliver, Martinez, & Alamillo,
2014)

2.3.3. Taxonomia de Giardia sp.

La taxonomia de Giardia sp. ha sido ampliamente discutida, debido a los diferentes criterios

que pueden emplearse para su clasificacion (e.g. especificidad del hospedero, caracteristicas

morfologicas o variaciones moleculares) (Adam, 2001). El criterio mas aceptado es el de

Filice (1952), que emplea inicamente las caracteristicas morfologicas para definir las especies

presentadas en la Tabla 1; basadas en la forma del trofozoito y los cuerpos medios, asi como

el tamafo.
Tabla 1.
Especies reconocidas del género Giardia.
Especies Hospedero Caracteristicas Morfologicas
G. duodenalis  Mamiferos Trozofoitos piriformes con cuerpos medianos en
silvestres, forma de garra.
domésticos,
humanos
G. agilis Anfibios Trofozoitos largos y estrechos con cuerpos
medianos en forma de baston.
G. muris Roedores Trofozoitos redondeados con pequefios cuerpos
medianos redondos.
G. ardeae Péjaros Trofozoitos redondeados, con prominente muesca
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en el disco ventral.

G. psittaci P4jaros Trofozoite en forma de pera.

Fuente: (Thompson & Monis, 2011)

Giardia duodenalis (referida también como Giardia intestinalis o Giardia lamblia) es la
unica especie encontrada en humanos, en animales domésticos y especies de mamiferos
silvestres (Thompson & Monis, 2011). La aplicacion de técnicas moleculares ha permitido
demostrar los diversos niveles de diversidad genética de Giardia sp. en mamiferos facilitando
el entendimiento de la patdgenesis y permitir establecer siete genotipos (A-G) presentes de
acuerdo al hospederos (Adam, 2001; Caccio & Ryan, 2008). Los genotipos A y B han sido
detectados principalmente en seres humanos, pero también se ha reportado en animales
domésticos (Ballweber, Xiao, Bowman, Kahn, & Cama, 2010; van Keulen et al., 2002) y
especies silvestres incluidos NHP (Berrilli et al., 2011; Karim et al., 2014; Levecke et al.,
2009) por lo que se consideran como zoonoéticos (Ryan & Caccio, 2013). Los genotipos C y D
se encuentran principalmente en perros (McDowall et al., 2011), el genotipo E en ganado
(Abdel-Moein & Saeed, 2016; Wang et al.,, 2014); mientras el genotipo F en gatos

(Vasilopulos, Rickard, Mackin, Pharr, & Huston, 2008) y el G en ratas (Lebbad et al., 2010).

Tabla 2.

Genotipos de Giardia sp. con sus hospederos

Genotipo Hospederos Reportados Nuevo Nombre
Zoonotico/A Humanos, PNH, animales domésticos y silvestres G. duodenalis
Zoonoético/B Humanos PNH, animales silvestres G. entérica
C,D Perros G. canis

E Ganado, cerdos G. bovis

F Gatos G. cati

G Rata doméstica G. simondi

Fuente: (Thompson & Ash, 2016)
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2.3.4. Ciclo de Vida

Las especies de Giardia presentan dos fases en su ciclo de vida. La infeccion en el
hospedero inicia por la ingestion de los quistes indirectamente a través de agua o comida o
directamente en ambientes contaminados (Graczyk et al., 2003; Kasprzak & Pawlowski,
1989). En el caso de primates, la infecciéon puede ademas originarse por comportamientos
como la coprofagia e interacciones sociales (e.g. acicalamiento) con individuos infectados
(Adam, 2001; Graczyk et al., 2002; Maclntosh et al., 2012; Thompson, 2004). Cuando los
quistes llegan al estdbmago debido al ambiente acidico, estos liberan los trofozoitos en un
proceso denominado exquistacion y empiezan la colonizacion del intestino causando sintomas
de diarrea y pobre absorcion de nutrientes. Los trofozoitos vegetativos que se encuentran en el
colon empiezan un proceso de enquistacion debido al estimulo de los liquidos biliares, es
decir, se transforman en quistes que seran expulsados junto con las heces para infectar un

nuevo hospedero (ver Figura. 4) (Adam, 2001; CDC, 2016).
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Sontaminscicn de agua, comida,
manos/fomites con guistes
infectives

Los trofozoitos ademas
som transmitidos por
heces pero no
sobreviven fuera del
hospedador

A* [Estado infectiose

.&.’ 'Estado diagndstico

Figura 4 Ciclo de Vida de Giardia duodenalis en un
hospedero humano. (1) Diagnostico de quistes
infectivos en heces; (2) Ingesta de quistes en agua o
alimento; (3) Liberacion de los trofozoitos en el tracto
intestinal; (4) Los trofozoitos se multiplican por fision
binaria y colonizan el intestino; (5) Enquistacion y
liberacion de los quistes en las heces.Fuente: (CDC,
2016)

2.3.5. Ciclo de Transmision

El flujo de parasitos se ve facilitado por el aumento de interacciones entre humanos,
mascotas y vida silvestre en determinados ambientes (Thompson, 2004; Thompson et al.,
2009). Los analisis moleculares de Giardia sp. han permitido demostrar lo ampliamente
distribuida que se encuentra, ya sea en animales de compainia como perros y gatos (McDowall

et al., 2011), ganado (Abdel-Moein & Saeed, 2016), asi como cuerpos de agua (Adamska,
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2015; Durigan, Abreu, Zucchi, Franco, & de Souza, 2014). A medida que aumenta la

presencia humana, aumenta de igual forma el riesgo para especies de vida silvestre que

pueden infectarse directamente o indirectamente con este parasito ubico (ver Figura 5).

AGUA
COMIDA

Ferro/ g8
Gato

.I?

Vida
Silvestre

t Ganado

Humano © ™

?Frecuen::ia de Transmision

Figura 5 Principales ciclos de transmision de Giardia sp.. Algunas especies
son especificas del hospedero mientras que otras son capaces de
transmitirse entre especies (zoonoticas). Las frecuencias de transmision
entre especies son desconocidas, e incrementa por los quistes presentes en
el ambiente. Fuente: (Thompson & Ash, 2016).

Para especies silvestres como los PNH, estudios moleculares sugieren que el origen de

infeccion por Giardia sp. es antropozoonoético (Daszak, Cunningham, & Hyatt, 2001;

Johnston et al., 2009; Teichroeb, Kutz, Parkar, Thompson, & Sicotte, 2009; Thompson, Kutz,

& Smith, 2009); y que las actividades humanas repercuten directamente en la intensidad de la
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infeccion por Giardia sp. en PNH (Graczyk et al., 2002; Hogan et al., 2014; Johnston et al.,

2009).

2.4. Identificacion de Giardia sp. en Primates no Humanos

2.4.1. Microscopia

Para el diagnostico de Giardia sp. el método estandar es la concentracion de quistes y
trofozoitos, mediante la técnica formol-éter (FE) seguida de observacion directa al
microscopio (Dryden, Payne, & Smith, 2006). Es una prueba de bajo costo, sin embargo,
requiere de experiencia del observador y resulta poco sensible e inespecifica comparada con
otros métodos como inmunofluorescencia y la técnica de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (Gotfred-Rasmussen, Lund, Enemark, Erlandsen, & Petersen, 2015). En
zoologicos de Europa se han reportado las prevalencias en monos arafia de cabeza negra
(Ateles fuscipeps) (45%) capuchinos (Cebus spp.) (5%), titi pigmeno (Cebuella pigmea) (20
%) (Levecke et al., 2007). En Costa Rica, en monos aulladores de manto (Allouata palliata)
(3.4- 65 %) (Chinchilla, Guerrero, Gutiérrez- Espeleta, Sanchez, & Rodriguez Ortiz, 2005).
En cautiverio en Colombia en atélidos (12.7 %) (Fajardo-Sanchez et al., 2014). En otros
primates neotropicales que Giardia sp. ha sido encontrada pero no se determind prevalencias
incluyen: capuchinos (Cebus apella), saki cariblanco (Pithecia pithecia) (Gémez et al., 1996;
Verweij et al.,, 2003); titi rojizo (Callicebus cupreus), tamarino algodonoso (Saguinus
oedipus), titi de cabeza blanca (Callithrix geoffroyi), y chorongos (Lagothrix lagotricha)

(Verweij et al., 2003).

2.4.2. Reacccion de la Cadena Polimerasa anidada (PCRn)

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) fue desarrollada en los afios 80

por Kary Mullis (Mullis, 1990). Es un procedimiento que permite sintetizar fragmentos
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especificos de ADN, empleando una polimerasa. Empieza por la desnaturalizacion de la doble
hélice de ADN. Posteriormente al ADN desnaturalizado, se adhieren dos oligonucledtidos
especificos complementarios que limitan la secuencia de interés y se sintetiza una nueva
cadena de ADN. Luego se vuelve a desnaturalizar el ADN recién formado y da origen a otro
ciclo de sintesis.

La PCR anidada, es una modificacion de la PCR disefiada para aumentar la especificidad
(determinar correctamente individuos sanos) y sensibilidad (determinar correctamente
individuos infectados) (Baratloo, Hosseini, Negida, & El Ashal, 2015; Haff, 1994). En este
método, se emplea dos pares de cebadores: el primer par limita una region conteniendo el
amplicon de interés, mientras que el segundo corresponde al fragmento preciso que necesita
ser amplificado (Haff, 1994).

La PCR se usa principalmente para identificar genotipos y especies de Giardia sp., en
estudios taxondémicos y de epidemiologia (Debenham, Tysnes, Khunger, & Robertson, 2017;
Soares et al., 2011). La reacciéon anidada se emplea debido a que incrementa la cantidad
inicial de ADN (Abdel-Moein & Saeed, 2016; Asher, Waldron, & Power, 2011; Baque,
Gilliam, Robles, Jakubowski, & Slitko, 2011). Dentro del conjunto de genes que ha sido
generalmente empleado para estudios de filogenética y genotipificacion de Giardia sp. se
incluyen: triosa fosfato isomerasa (#pi) (Sulaiman et al., 2003), subunidad ribosomal RNA
pequefia (SSU rDNA) (Abe, Makino, & Kojima, 2012; Caccio, Beck, Lalle, Marinculic, &
Pozio, 2008), beta-giardina (bg) (Caccido, De Giacomo, & Pozio, 2002), y glutamato
deshidrogenasa (gdh) (Caccio et al., 2008).

Giardia sp. es un pardsito comunmente caracterizado mediante técnicas moleculares en
PNH en especies del Viejo Mundo de vida libre, como chimpancés (Pan troglodytes)

(Debenham, Atencia, Midtgaard, & Robertson, 2015), gorilas (Gorilla beringei beringei,
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Gorilla gorilla gorilla ) (Nolan et al., 2017; Sak et al., 2014; Sak et al., 2013), macacos
(Macaca mulata; Macaca fascicularis) (Debenham et al., 2017; Sricharern et al., 2016); y en
especies en cautiverio incluyendo mandriles (Mandrillus sphinx), gibones (Nomascus
leucogenys), orangutanes (Pongo pygmaeus), loris (Nycticebus coucang), 1émures (Lemur
catta), cercopitecos (Cercopithecus roloway, Cercophitecus diana), babuinos ( Papio
hamadryas, Papio cynocephalus) (Karim et al., 2014; Levecke et al., 2009; Zhong et al.,
2017). Por otra parte, son pocos los estudios para comparar la diversidad de las secuencias
genéticas de Giardia sp. que infecta especies de PNH en localidades sur americanas (Soares et
al., 2011). En la Tabla 3, se recopilan los estudios y genotipos hallados en especies del Nuevo

Mundo, la mayoria efectuadas en cautiverio.



22

ESTADO LOCALIDAD LOCUS ESPECIES GENOTIPO REFERENCIA
ANALIZADO A B
Cautiverio Brasil gdh y SSU-rRNA Alouatta fusca X (Soares et al., 2011)
Vida Libre Belice y México  tpi 'y SSU-rDNA. Alouatta pigra“ X X (Vitazkova & Wade, 2006)
Cautiverio Brasil bg. Alouatta clamitans X (Volotao et al., 2008)
Cautiverio Beijing y Shangai SSU rRNA, tpi 'y bg. Saimiri sp. X (Karim et al., 2015)
(MLS)
Cautiverio Brasil gdhy tpi. Alouatta caraya X (David et al., 2014)
Alouatta fusca X
Alouatta seniculus X
Ateles belzebuth X
Cautiverio Suecia bg, gdh, tpiy SS Callithrix pigmea X (Lebbad et al., 2010)
rNA.
Saguinus oedipus X
Cautiverio Bélgica gdh, tpiy bg. Saimiri boliviensis X X (Levecke et al., 2009)
Ateles fuscipeps X X
Alouatta caraya X X
Lagothrix lagothricha X
Saimiri sciureus X X
Tabla 3

Estudios moleculares de Giardia sp. en especies de PNH del Nuevo Mundo.
“No se encontr6 infeccién mixta
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CAPITULO 3- METODOLOGIA

3.1. Revision bibliografica

Para la revision se empled la base de datos PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) y fueron agregadas de forma manual, ciertas
publicaciones en bases de datos alternas. La revision sistematica, se realiz6 empleando las
siguientes palabras clave: "social network analysis", “disease transmission in NHP”,
"Giardia genotyping". Una vez obtenidos los resultados, se descartaron los articulos de
acuerdo al siguiente criterio: 1) Articulos duplicados 2) Idioma diferente al espafiol o inglés,

3) Ausencia de relacion con la investigacion realizada.

3.2. Descripcion del grupo de estudio

El grupo de primates estudiado, corresponde a la poblacion de Cebus albifrons, que habita
en el Puerto Fluvial de Misahualli, (Tena, Napo) (1° 2' 7.0” S, 77° 39' 59.4” W) y estan en
contacto frecuente con visitantes que los alimentan, y mascotas (e.g. perros, gatos). Durante el
periodo de muestreo de datos comportamentales (2017), la precipitaciéon media fue de 0,53
mm, la humedad relativa del aire de 93.64 % y la temperatura promedio de 22,84 °C
registrados por el Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia en la Estaciéon Tena

Chaupishungo.

3.3. Datos de comportamiento

Los datos de comportamiento fueron tomados por dos observadores durante el mes de
Marzo del 2017. Los datos recopilados se basaron en un etograma y abarcan 144 h de
observacion, que fueron tomados durante el seguimiento diario al grupo de vida libre en

horario de 07:00 a 19:00 durante doce dias. Las observaciones focales fueron de 20 min, se


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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registrd cada que fuese posible el contacto con otros individuos y/o proximidad menor a 2 m.

Se recopilaron aproximadamente 20 focales de cada individuo durante el periodo de estudio.

3.4. Recoleccion de muestras fecales

Las muestras fecales empleadas en el presente estudio, pertenecen al Proyecto Carga
Parasitaria de Primates Humanos y No Humanos de la Amazonia Ecuatoriana. Se emplearon
muestras almacenadas en formol al 10% y buffer fosfato-salino (PBS) para los analisis
coprologicos y muestras almacenadas en etanol absoluto (96-100%) para los anélisis

moleculares.

Para la toma de fecas se identifico individualmente los primates para facilitar el muestreo
serial. Durante cada muestreo del 2012, 2017 y 2018 se tomaron tres muestras fecales por
animal en formol al 10% y PBS. Cada muestra fue tomada al menos con 24 horas de
diferencia para incrementar la sensibilidad del diagnostico segun el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2005). Durante los diferentes periodos que se realizaron los
muestreos, se tomd al menos una muestra de heces en etanol absoluto por individuo. Las
muestras fueron tomadas inmediatamente después de efectuarse la defecacion con la finalidad

de evitar la contaminacion con parasitos presentes en el medio (Chapman et al., 2012).
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3.5. Redes de contacto y proximidad
Para cada focal, se cuantific6 el nimero de contactos y los datos se introdujeron en una
matriz sociométrica (Tabla 4). Consiste en una tabla de doble entrada, las celdas se llenan con
el nimero de interacciones cuantificadas para el focal (eje vertical) hacia los otros individuos
(eje horizontal). Del mismo modo se cuantificaron los eventos de proximidad menor a 2 m y
se introdujeron en otra matriz (ANEXO A). Para obtener indices numéricos: grado del nodo,
indice de cercania, vector de centralidad propio, centralidad de interconexion, y coeficiente de
agrupamiento; los datos de las matrices sociométricas fueron introducidos en el software de

libre acceso GEPHI. Por ultimo para la visualizaciéon de sociogramas fue empleado el

software UCINET 6.
Tabla 4
Matriz sociométrica.
TT PT AL MN BB RS CC Jv MC
TT 0 0 4 0 9 7 12 28 9
PT 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AL 1 0 0 13 19 0 12 0 0
MN 0 0 11 0 30 13 10 0 0
BB 11 0 37 15 0 4 21 12 7
RS 0 0 1 9 11 0 1 2 77
CC 0 20 3 12 1 0 11 5
1A 17 0 9 19 25 0 38 0 7
MC 4 0 2 1 5 47 1 7 0
Nota: La intensidad de la coloracion aumenta con la cantidad de
interacciones.

3.6. Parasitismo

Las muestras tomadas del afio 2017 y 2018 fueron analizadas y procesadas en el Instituto
de Salud Publica y Zoonosis - CIZ, Universidad Central del Ecuador. Se proces6 1 gramo de
muestra almacenada en formol al 10% mas PBS, mediante el método de Ritchie. Se filtro 1 g
de muestra a través de un cedazo y se colecto el filtrado en un frasco de orina estéril y se

afadi6 10 mL de agua destilada. Las soluciones se centrifugaron por 1 min a 426 g.
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Posteriormente el sobrenadante fue descartado, y el sedimento suspendido en 5 ml de formol
al 10%. Después, se anadio 1.5 ml de dietil éter y se agitd vigorosamente. La suspension se
centrifugd nuevamente durante 2 min a 239 g y se eliminé el sobrenadante. Para el andlisis
microscopico se tom6 una gota del concentrado y se coloco en un portaobjetos. Una segunda
gota fue colocada en otro portaobjetos y se tifilo con una gota de solucion de Lugol para
facilitar la deteccion de protozoarios. Los parésitos fueron identificados basandose en la
forma del huevo, el tamano y el contenido mediante una magnificacion de 40X-100X

haciendo uso del equipo Leica ICC50 E para documentar fotografias de los parasitos.

Para estimar la intensidad de la infeccion se emple6 el numero total de huevos contados por

individuo durante las 6 observaciones (2 veces por muestra y 3 muestras por animal)

3.7. Identificacion molecular de Giardia sp.
3.7.1. Distribucion muestras para analisis molecular

Un total de 48 muestras fecales fueron empleadas para los andlisis moleculares. Las
muestras corresponden a individuos de la misma poblacion recolectadas en diferentes
periodos de tiempo (Tabla 5).

Tabla 5
Distribucion de la poblacion de Cebus albifrons durante los afios de muestreo.

Afo Sexo Adulto Subadulto Juvenil Individuos Muestras Muestras

/Individuo
F
2012 2 0 I 15 1 15
M 2 8 2
2017 F 3 ! ! 9 1 9
M 1 1 2
F 2
2018 3 0 8 3 24
M 1 0 2
Total 48

3.7.2. Extraccion de ADN



26
Para la extraccion del material genético de los quistes de Giardia sp., se empled el kit
comercial QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) con las siguientes

modificaciones:

Se coloco en un vial una suspension de 600 ul. de heces conservadas en etanol absoluto,
(relacion 1:3; 1 parte de heces fecales y 3 partes de etanol al 96-100%), se centrifugd a 5 min
a 1300 rpm, el sobrenadante se eliminé y el pellet fue lavado con PBS. El proceso de lavado
se repitid0 3 veces. Por ultimo el pellet fue resuspendido en 600 ulL de 2% PVPP
(polivinilpolipirrolidona)/PBS, y se incubd a -20°C durante la noche. Luego se procedié con

los siguientes pasos:

1. Incubar a 100°C durante 10 min.

2. Centrifugar a 2 min a 13000 RPM.

3. Remover el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 mL de buffer PBS. Lavar el
pellet homogenizado vigorosamente (vortex) o hasta que la muestra se homogenice
completamente.

4. Calentar durante 5 min a 70°C.

5. Vortexear continuamente por 15 s.

6. Centrifugar durante 1 min a 13000 RPM

7. Pipetear 20 uL de Proteinasa K en un nuevo vial de 1.5 mL.

8. Pipetear 500 ul. de sobrenadante del paso 6 en el vial que contiene la proteinasa K.
Homogenizar usando el vortex.

9. Anadir 500 uL de QIAgen Buffer AL y homogenizar empleando el vortex durante
15s.

10. Nota: No anadir directamente la proteinasa K al buffer AL.

11. Incubar durante 15 min a 76°C.
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Anadir 500 uL de etanol absoluto (96-100%) y homogenizar invirtiendo los tubos.
Nota: La cantidad de lisado, de etanol y de Buffer AAL debe ser la misma.

Colocar las columnas dentro de los tubos colectores, y afiadir 600 uL del lisado del
paso anterior. Cerrar la tapa y centrifugar por 1 min a 13000 RPM
Descartar el filtrado y afiadir el lisado faltante a la columna. Cerrar la tapa y
centrifugar por 1 min a 13000 RPM.
Anadir 500 uL del Buffer QIAgen AW1 y centrifugar 2 min a 13000 RPM.
Colocar la columna en un nuevo tubo colector y afiadir 500 uL de QIAgen Buffer
AW2. Centrifugar durante 3 min a 13000 RPM.
Colocar la columna en un nuevo tubo colector y centrifugar a dos minutos para
remover residuos.
Transferir la columna a un vial de 1.5 mL y pipetear 50 uL del Buffer QIAgen.
Dejar incubar a temperatura ambiente durante 10 min.
Centrifugar durante 2 min.
Anadir 50 uL del Buffer QIAgen, dejar incubar 2 min.
Centrifugar durante 2 min, y el filtrado colocar en tubos de tapa rosca y almacenar a -

20°C.

3.7.3. Reaccion de la cadena polimerasa anidada

Para la genotipificacion de Giardia sp. se empled los genes: triosa fosfatos isomerasa (pi)

y glutamato deshidrogenasa (gdh) con los protocolos sefialados por Sulaiman et al, (2003) y

Caccio & Beck, (2009) respectivamente (los pares de cebadores y sus caracteristicas se

muestran en la Tabla 6). Para el #pi, se empled 1X de Green Buffer (Promega); 3 mM de

MgClI2 (25 mM); 200 uM de dnTPs; 200 uM de cada primer y 0.625 U de GoTaq Polimerasa

(Promega). La reaccion fue llevada durante 35 ciclos, (94°C durante 45s, 51°C durante 45 s 'y
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72 °C durante 60 s) en el termociclador C1000 TouchTM Thermal Cycler (Biorad, USA), con
un inicio de 94°C durante 5 min y una extension final de 72°C durante 10 min. Para la
segunda ronda de PCR se empled el mismo programa, pero cambiando la temperatura de
alineamiento a 55°C. Para la amplificacion del gdh se empled 0.05 uL de VersaTaq™ Direct
PCR Polymerase (Affymetrix), 200 uM de dNTPs, 0.4 uM de cada cebador. La reaccion fue
llevada durante 35 ciclos, (94°C durante 30s, 64.5 °C durante 30 s y 72 °C durante 60 s) en
LifeTouch Thermal Cycler (BIOER), con un inicio de 94°C durante 2 min y una extension
final de 72°C durante 7 min. Para la segunda ronda de PCR, se cambi6 la temperatura de

alineamiento a 50°C.

Tabla 6
Cebadores empleados para la caracterizacion molecular de Giardia sp..
Gen Tamaifio Cebadores Temperatura Referencia
e Producto Alineamiento
(bp)
tpi 605 AL3543 forward Sulaiman, (2003)
5’-AAA TIA TGC CTG CTC 51
GTC G-¥’
AL3546 reverse

5'CAA ACC TTT TCC GCA
530 AAC C-3'

AL3544 forward

5'-CCC TTC ATC GGT GGT

AAC TT-3' 35
AL3545 reverse

5’-GTG GCC ACC ACT CCC

GTG CC-3°
gdh 786 Ghd1 forward Caccid & Beck,
5’-TTC CGT RTY CAG TAC (2008)
AAC TC-3’ 64.5
Gdh2 reverse

5’-ACCTCG TTC TGR GTG
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GCG CA-3°

Gdh3 forward
530 5-ATG ACY GAG CTY CAG 50
AGG CAC GT-3’
Gdh4 reverse
5’-GTG GCG CAR GGC ATG
ATG CA-3’

3.8.  Analisis filogenético

Los productos de amplificacion fueron secuenciados en ambas direcciones en Macrogen
Inc. (Seoul, Korea). Las secuencias fueron corregidas manualmente y se establecieron
secuencias consenso en Unipro UGENE. Las secuencias fueron alineadas con secuencias
representativas para Giardia sp. tomadas de GenBank (ANEXO B) haciendo uso del
algoritmo MUSCLE del software MEGA 6, se emple6 secuencias relacionadas
geograficamente y fueron comparadas con subtipos determinados por Wielinga & Thompson,
(2007), debido a que las secuencias Giardia sp. provenientes de primates carecen de un
sistema internacionalmente reconocido que facilite la clasificacion de los subtipos de acuerdo
a la similitud entre secuencias (Brynildsrud, Tysnes, Robertson, & Debenham, 2018). Con la
finalidad de determinar genotipos y subtipos, se construyeron dos arboles filogenéticos para
cada gen, con los métodos de deduccion filogenética Maximun Likelihood (ML) y Neigbour-
Jjoining (NJ). Para el #pi el modelo que mas se ajusto a los datos del alineamiento fue el K2 +
G; mientras que para el gdh el T93 + G + 1. En todos los casos el soporte estadistico para los

nodos fue calculado mediante 1.000 replicados (bootstrap).

3.9. Analisis estadistico
Para el analisis de los resultados se emple6 el software estadistico RStudio, (Version 1.1.456)

con un valor de significancia alfa < 0.05 para las siguientes pruebas no paramétricas:
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Para determinar diferencias entre la prevalencia de cada parasitos (Hymenolepis sp.,
Strongyloides sp., Giardia sp.) por sexo, se empleo el test Fisher; mientras que para
determinar las diferencias por edad se emple6 Chi-cuadrado de Pearson.
Para evaluar los efectos del muestreado serial se realiz6 la prueba Q de Cochran.
Para determinar diferencias entre la riqueza de parasitos (nimero total de géneros de
parésitos encontrados individuo) e intensidad de la infeccion (suma huevos y larvas
cuantificadas en las muestras) por sexo se empled el test de Mann-Whitney U;
mientras que para determinar las diferencias por grupos de edad se emple6 Kruskall-
Wallace.
Mann-Whitney U también se empleo para establecer diferencias entre los parametros
de la red de contacto con respecto al sexo y con respecto a la edad, Kruskall-Wallace.
Para comparar los datos parasitismo entre 2017 y 2018, se empleo Mann-Whitney U
para datos no pareados.
Para determinar la relacion entre los datos de parasitismo obtenidos durante el 2017:
diversidad de parésitos e intensidad de la infeccidbn por Strongyloides sp. e
Hymenolepis sp. con los coeficientes de centralidad obtenidos mediante el programa

GEPH]I, se realizo la correlacion de Spearman.
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CAPITULO 4- RESULTADOS

4.1. Parasitismo

Durante los afios 2017 y 2018, se encontraron dos tipos de huevos con embriones
hexacantos, que se asignaron como Hymenolepididae. El tipo 1, (Figura 6 A, B) los huevos
midieron 52.73 uM £ 1.30 uM por 43.4 uM £ 1.84 uM; y el tipo 2 (Figura 6 C) los huevos
midieron 83.07 uM £ 8.56 uM por 59.9 uM =+ 1.52 uM. No se pudo identificar al céstodo mas
alla del género basados en el tamafio y morfologia del huevo. También se identificaron
huevos y larvas de Strongyloides sp. (Figura 6 D, E) los huevos midieron 57.45 uM + 3.68
uM por 33.21 uM = 3.05 uM y Strongyloides no identificados (Figura. 7F) con huevos que

midieron 25.39 uyM £ 0.22 uM por 11.11 pM + 1.01 pM.

De los 9 individuos analizados el 2017, el 89% estaba infectado con al menos un parasito;
mientras que para el 2018 la prevalencia ascendi6 al 100 % (Fisher test, p = 1.00). Durante el
2017, 6 de 9 individuos (67 %) presentaron infecciones mixtas con al menos dos parasitos,
mientras que en el 2018, 2 de 8 individuos (25 %) presentaron infecciones mixtas (Fisher test,
p=0.15). No se presentaron cambios significativos entre 2017 y 2018 para la intensidad de la
infeccion por Hymenolepididae (Wilcoxon test, W = 49, p = 0.16) o la infeccion por
Strongyloididae (Wilcoxon test, W = 41.5, p = 0.63); el 2018 se registraron mas helmintos,
pero la diferencia no fue significativa comparada con el anterior afio (Wilcoxon test, W=

44.00, p=0.42).



32

Figura 6 Parésitos gastrointestinales hallados en Cebus albifrons de Misahualli. A y
B) Himenolepis sp. Tipo 1 C) Himenolepis sp. Tipo 2. D) Huevo de Strongyloides sp.
E) Larva de Strongyloides sp. y E) Huevo de Strongyloides no identificado. Barra = 50
uM.

4.1.1. Parasitismo 2017

Durante la examinacion microscopica del 2017, se registrd: Strongyloides sp., e
Hymenolepis sp. (Tipo 1). La diversidad de parasitos fue superior en individuos machos que
en hembras (M: 2, s.d. = 0; F: 1.0, s.d. = 0.71; Wilcoxon test, W = 2.00; p = 0.04); pero
similar en los grupos de edad (Juveniles: 2, s.d. = 0; adultos: 1, s.d.= 0.82; subadultos: 1.5,
s.d. = 0.7; Kruskal-Wallis, X*= 3.5, p=0.17).

El 89% del grupo analizado present6 infeccion Strongyloides sp., la prevalencia no varid
respecto al sexo (M: 4/4; F: 4/5; Fisher’s test, p = 1.00) o edad (Juveniles: 3/3; subadultos
2/2; adultos: 3/4; Chi-cuadrado de Pearson test, X* = 1.41 p = 0.50). El promedio para la

intensidad de la infeccion fue de 41.89 (s.d. = 69.98) y no se presentd diferencias por sexo
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(M: 26.50, s.d = 18.70; F: 54.20, s.d = 95.43; Wilcoxon test, W = 8.00; p = 0.71) o edad
(Juveniles: 12.33, s.d = 8.50; adultos: 23.50 s.d = 22.34; subadultos: 123 s.d. = 142,84;
Kruskal-Wallis, X*> = 2.27; p = 0.32).
Por otra parte el porcentaje de individuos infectados por Hymenolepis sp. (Tipo 1) fue del
56%, presentando mayor prevalencia los machos que las hembras (M: 4/4; F: 1/5; Fisher’s
test, p = 0.048) (Figura 7). El valor promedio de la intensidad de la infeccion fue de 7.67 (s.d.
= 9.95) y los machos presentaron mayor intensidad en la infeccion parasitaria (M: 17, s.d.=
7.39; F: 0.20, s.d. = 0.45; Wilcoxon test, W = 0.00, p = 0.02), y mas diversidad de parésitos
(M:2, s.d. = 0; F: 1, s.d. = 0.71; Wilcoxon test, W = 2.00; p = 0.04) que las hembras. En
relaciéon a los grupos de edad no hubo diferencias en la prevalencia (Juveniles: 3/3;
subadultos: 1/2; adultos:1/4 ; Chi-cuadrado de Pearson test, X* = 3.94, p = 0,14) o intensidad
(Juveniles: 9, s.d. = 9.85 ; subadultos: 11, s.d.= 15.56; adultos: 5, s.d. = 10; Kruskal-Wallis,
X* =1.68, p=0.43).
4.1.2. Parasitismo 2018

La diversidad parasitos este aflo incluy6: Strongyloides sp., Strongyloides no identificados,
Hymenolepis sp. Tipo 1y Tipo 2. La diversidad de parasitos no presentd diferencias por sexo
o edad (M: 1.67, s.d. = 1.15; H: 1.2, s.d = 0.45; Wilcoxon test, W = 6, p = 0.70; edad:
Juveniles: 1.67, s.d = 1.16; subadultos: 2 s.d = n/a; adultos: 1, s.d. = 0; Kruskal-Wallis, X* =
3.14, p = 0.20).

La infeccion por Strongyloides sp. fue de 100%, tanto en machos como hembras (M: 3/3,
F: 5/5) y en los grupos de edad (Juveniles: 3/3; subadultos: 1/1; adultos: 4/4). La intensidad
de la infeccion promedio fue de 27 (larvas + huevos), (s.d.= 36.88) y no presentd variaciones
respecto al sexo (M: 20.33, s.d.= 15.28; F: 31, s.d = 47.02; Wilcoxon test, W = 6.00, p =

0.789) o grupos de edad (Juveniles: 9.67, s.d = 6.43; subadultos: 114 s.d = n/a; adultos: 18.25
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s.d. = 14.86; Kruskal-Wallis, X*> = 2.72; p = 0.26). La infeccion por Strongyloides no
identificados fue de 13 %, present6 unicamente en un individuo, una hembra subdadulta.

Con respecto a la infeccion por Hymenolepis sp. la prevalencia fue de 13% tanto para el
Tipo 1 como para el Tipo 2, el mismo individuo juvenil macho presentd estos dos céstodos.
La infeccion por Himenolepididae no presentd diferencia por sexo (M: 1/3; F: 0/5; Fisher’s
test, p = 0.38) o por grupos de edad (Juveniles: 1/3; subadultos: 0/1; adultos: 0/4; Chi-
cuadrado de Pearson test, X* = 1.90, p = 0.39). La intensidad media de la infeccion por estos
céstodos fue de 26.38 (s.d. = 74.60); sin presentarse diferencia al compararse por sexos (M:
70.33, s.d.=0; H: 0, s.d. = 0; Wilcoxon test, W = 5.00, p =0.30) o grupos de edad (Juveniles:
70.33, s.d = 121.82; subadultos: 0 s.d = n/a; adultos: 0 s.d. = 0; Kruskal-Wallis, X*> = 1.67, p

= 0.44),
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Figura 7 Prevalencia de Hymenolepis sp. y Strongyloides sp. agrupados por sexo
y edad en los diferentes afios de estudio.
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Tabla 7
Datos de parasitismo en la poblacion de Cebus albifrons.
2017 2018
HLCF I-;C HLCF HCF
S
: ~ ~
% o (g\]
~ o o
s 8 s 3 =) =
R g 2 g % = =
ID P HLTF = s RP HLTF = S S g
T 1 O
L S ¥ & & 0§
S S S = S S
S = = 8 S S
2 = 4 £ § 3
-
=
TT 1 224 224 0 2 118 114 4 0 0
PT 0 0 0 0 1 20 20 0 0 0
AL 2 73 53 20 1 37 37 0 0 0
MN 1 26 26 0 1 15 15 0 0 0
BB 2 15 9 6 1 7 7 0 0 0
RS 1 15 15 0 1 1 1 0 0 0
CC 2 43 22 20 3 232 17 0 211 4
JU 2 54 22 22 - - - - -
MC 2 8 6 1 1 5 5 0 0 0

RP: Riqueza de Parésitos. HLTF: Huevos y larvas totales HLStC: Huevos y Larvas Contadas en la
Feca. HCF: Huevos contados en la feca.

4.2. Redes sociales y Parasitismo

Las formas de contacto registradas incluyeron actividades de juego, agresiones,
acicalamiento y reposo en contacto; los valores de las medidas de centralidad de la red de
contacto se presentan en la Tabla 8. El promedio del grado fue 12.22 (s.d.= 4.02) sin
diferencias entre los sexos (M: 14, s.d. = 1.63; F: 10.80, s.d. = 4.97; Wilcoxon test, W = 4.5,
p = 0.21) o entre los grupos de edad (Adultos: 10.25, s.d. = 5.56; Subadultos: 12.50, s.d.=
0.71; Juveniles: 14.67, s.d. = 1.15; Kruskal-Wallis, X*= 4.5, p = 0.11). Con respecto a la

centralidad de interconexion no se presentaron diferencias entre machos y hembras (M:
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1.38, s.d. = 0.71; H: 0.49, s.d. = 0.3; Wilcoxon test, W = 2.00, p = 0.07) ni por grupos de
edad, aunque los juveniles presentaron los valores mdas elevados de la centralidad de
interconexion (Adultos: 0.54; Subadultos: 0.67; Juveniles: 1.51; Kruskal Wallis test, X*> =
1.73, p = 0.42). El indice de cercania promedio fue de 0.79 (s.d. = 0.31) y demostrd ser
mayor en individuos juveniles (Adultos: 0.54, s.d. = 0.41; Subadultos: 0.66, s.d.= 0.06;
Juveniles: 1.51 s.d. = 0.8; Kruskal Wallis test, X*> = 6.75; p = 0.03), pero sin diferencia al
compararse entre el sexos (M: 1.38, s.d.= 0.7; H: 0.49, s.d.= 0.3; Wilcoxon test, W = 6.00, p
= 0.37). El vector de centralidad propio dio un valor promedio de 0.75 (s.d.= 0.3), al
compararse entre sexos no hubo ninguna diferencia (M: 91, s.d.= 0.12; F: 0.62, s.d.= 0.35,
Wilcoxon test, W= 3, p = 0.11) ni al compararse por grupos de edad (Adultos: 0.66, s.d.=
0.45; Subadultos: 0.76, s.d.= 0.001; Juveniles: 0.87, s.d. = 0.13; Kruskal Wallis test, X* =
0.18, p=10.92). El indice de agrupamiento tampoco se encontraron diferencias por sexo (M:
0.85, s.d.= 0.001; H: 0.70, s.d.= 0.4; Wilcoxon test, W = 13.00, p = 0.50) o edad (Adultos:
0.65, s.d.= 0.43; Subadultos: 0.88, s.d.= 0.03; Juveniles: 0.84, s.d. = 0.03; Kruskal Wallis test,

X2=0.65, p = 0.41).

Tabla 8
Parametros de la Red de Contacto obtenidos con el software GEPHI.
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TT F  SubAdult 13 0.88 0.70 0.90 0.76
(6]
PT F Adulto 2 0.00 0.00 0.00 0.00
AL M  Adulto 14 0.78 0.95 0.86 1.00
M F Adulto 12 0.70 0.45 0.88 0.89
N
BB M Juvenile 14 1.00 1.98 0.81 0.87
RS F Adulto 13 0.88 0.75 0.86 0.74
C M Juvenile 16 1.00 1.98 0.86 1.00
C
JU M SubAdult 12 0.88 0.62 0.86 0.76
(0]
M F  Juvenile 14 1.00 0.57 0.86 0.73
C r
Promedi 122 0.79 0.89 CONTINUA
0 2
Desviaci  4.02 0.31 0.67 0.29 0.30
on

Se debe sefialar que el individuo femenino, identificado como PT, presenta indices bajos
para los coeficientes de centralidad. Esta hembra permanece distante, debido a una
reestructuracion del grupo, pero ocupa la misma 4rea y ocasionalmente interactiia con los
otros individuos, por lo que sus datos fueron tomados en cuenta para el analisis.

Por otra parte en la red de proximidad (ANEXO C), el valor promedio del grado del nodo
fue 13.56 (s.d.= 3.78) respectivamente. Mientras que para la centralidad de intermediacion, la
centralidad de cercania, vector de centralidad propio y coeficiente de agrupamiento los
valores promedio fueron: 0.56 (s.d.= 0.56), 0.83 (s.d.= 0.32), 0.85 (s.d. = 0.1) y 0.90 (s.d.=
0.1) respectivamente. No se presentd diferencia entre grupos o edad, para ninguna de las

medidas de centralidad local.
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Figura 8 Sociogramas de la poblacion de Cebus albifrons estudiada.

Se visualiza los nodos diferenciado por el sexo de los individuos, y el tamafio segun la
carga parasitaria, mientras que el grososr de las lineas indica el peso de las
interacciones A) Red de Contacto. B) Red de Proximidad

La diversidad o riqueza de parasitos (RP) con los coeficientes de centralidad de la red
indicaron present6 una relacion monotdnica con los siguientes coeficientes de centralidad:
grado (r; =0.726, p=0.03) y coeficiente de agrupamiento (r; = 0.694, p = 0.04).

La intensidad de la infeccioén parasitaria por Strongyloides sp., al hacerse una prueba no
paramétrica de correlacion (Spearman) demostrd tener relacion con el coeficiente de
agrupamiento (r; = 0.81, p < 0.01) y vector de centralidad propio (r; = 0.66, p = 0.04);
mientras que el parasitismo por Hymenolepis sp. no se asocié a ninguna variable de los
parametros de la red de contacto mediante la correlacion de Spearman.

Por otra parte, para la red de proximidad empleando la correlacion de Spearman, no se
asocidé con los coeficientes: grado, coeficiente de agrupamiento, centralidad de cercania,
centralidad de interconexion y vector de centralidad propio.

La RP, podria tener una relacion lineal con ciertos coeficientes de centralidad, cuando se
analiza con el coeficiente de Pearson. Entre los parametros de la red de contacto que se

relacionan linealmente con RP se tiene: el grado (r = 0.82, p <0.01), la cercania (r = 0.82, p
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<0.01), el vector de centralidad (r = 0.78, p=0.01) y el agrupamiento (r =0.71, p =0.03).
Mientras que los parametros de la red de proximidad no relacionan el agrupamiento con la
RP, pero si el grado (r = 0.72, p = 0.03) la cercania (p = 0.73, p = 0.03) y el vector de
centralidad (r=0.70, p = 0.04). Sin embargo, debido a que los datos no estan normalmente

distribuidos estos resultados no han sido discutidos.
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Figura 9 Redes de contactos agrupadas bajo diferentes criterios

A) Red agrupada por el indice de cercania notese la infeccion mixta (2
parasitos) compartida por el grupo formado por los juveniles. B) Red
que presenta asociaciones segun el indice de agrupamiento
(clustering), notese que el tamafio del nodo es similar entre los
individuos.
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4.3. Identificacion molecular de Giardia sp.

La poblacion de Cebus albifrons de Misahualli, ha visto un decrecimiento en el nimero de
su poblacion entre los afios de seguimiento 2012-2018, pasando de 16 a 8 individuos. Durante
la observacion microscopica no se observaron quistes de Giardia sp. pero mediante el analisis
molecular se logré identificar los individuos parasitados durante las diferentes fechas del
muestreo (ANEXO E).

Se amplificaron similares cantidades de muestras para tpi (12/48) y gdh (15/48) (Fisher
test, p = 0.62). Algunas muestras amplificaron solo para uno de los dos pares de cebadores
(ngi = 4, ngpu = 7), mientras que 8 amplificaron para ambos genes (Tabla 9). La prevalencia
acumulativa por individuo fue de 53% (8/15), 55.5% (5/9) y 75% (6/8) en los afios 2012,
2017 y 2018 respectivamente (Chi-cuadrado de Pearson test, X* = 1.09, p = 0.587), en
promedio la prevalencia de los individuos fue del 61%.

Solo el 2018 se hizo un muestreo seriado para el analisis molecular, donde se presentaron
el 33.3% (8/24) de las muestras como positivas para al menos un par de cebadores. No se
pudo demostrar que el muestreo serial incremente la cantidad de muestras positivas para

Giardia sp. (Q de Cochran test, Q =1.20, p = 0.55).

Tabla 9

Muestras positivas para Giardia sp. CONTINUA
AN SEX #» g
o CODIGO EDAD HE
2012 ALOI110 Adulto M + o+
2012 NBI14 g“bad““ F T
2012 BTI115 Juvenil M + o+
2012 MGB103 Adulto M -+
2012 JR107 Juvenii M + -
2012 BL197 (S)“bad““ M+ -
2012 BUDI108 Juvenil M -+
2012 JBW109 Subadult .

(0]
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2017 AFO003/ AFA25 Adulto M + +
MC009/ .
2017 MCA29 Juvenil F + +
2017 BBO005 Juvenil M + +
2017 CCO007 /CC728 Juvenil M + -
2017 MNO04 Adulto F + -
2018 MNAO4 Adulto F + +
2018 PTAI10 Adulto F + +
2018 BBAOS5S Juvenil M -+
2018 TTA09 (S)“bad““ F -
2018 CCAl5 Juvenil M -+
MCA16/ .
2018 MCA24 Juvenil F -+

Durante el 2012, la proporcion de hembras infectadas no difirié de forma significativa de
la proporcién de machos infectados (F: 2/4; M: 6/11; Fisher test, p = 1 ); del mismo modo en
los grupos de edad, aunque los juveniles se presentaron todos parasitados, no se presentaron
cambios significativos al compararse con la proporcion de adultos y subadultos infectados
(Adultos: 2/4; Subadultos: 3/8; Juveniles: 3/3; Chi cuadrado de Pearson, X*=3.45, p = 0.18).

Para el afio 2017, la poblacion se redujo a 9 individuos, sin embargo no hubo diferencia
entre la proporcion de infectados por sexo (F: 2/5; M: 3 /4; Fisher test, p = 0.52). Los
juveniles, al igual que en el afio 2012, se encontraron todos parasitados y al ser comparados
con los grupos de edad no hubo diferencia significativa (Adultos: 2/4, Subadultos: 0/2;
Juveniles: 3/3; Chi-cuadrado de Pearson, X* =4.95, p =0.08).

Por ultimo en el 2018, la proporciéon de machos y hembras infectadas fue similar (F: 4/5;
M: 2/3, Fisher test, p = 1.00). Nuevamente todos los juveniles se presentaron infectados, y al
compararse con los otros rangos de edad la diferencia no es significativa (Adulto: 2/4;
Juvenil: 3/3; Subadulto: 1/1; Chi-cuadrado de Pearson, X* =2.67, p=0.26).

Adicionalmente, en los afios 2017 y 2018 se tomaron registros de la consistencia de la feca

(36 muestras), dentro de estas 11 muestras identificadas como positivas fueron registradas
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como sintomaticas (diarrea ligera y diarrea liquida); mientras que 5 muestras identificadas

como positivas eran asintomaticas (Chi-cuadrado de Pearson test, X*> = 0.30, p = 0.59).
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Figura 10 Prevalencia de infeccion por Giardia sp. durante los afios de estudio.
A) Prevalencia por Sexo, B) Prevalencia por edad.. En todos los casos el nimero de infectados
es similar (Fisher test, p > 0.05). C) Prevalencia durante cada afio de estudio

4.4. Analisis filogenético

Todas las muestras como positivas descritas en la Tabla 9, fueron secuenciadas, sin
embargo fueron descartadas las secuencias (n = 4) remitidas que presentaron mala calidad o
un tamafio menor a 500 pb. Mediante la secuenciacion se obtuvieron 10 secuencias consenso
para el tpi y 9 secuencias para el gdh. Mediante la busqueda con BLAST se confirmé la
identidad de las secuencias para Giardia intestinalis con mas del 97% de identidad (ANEXO
F). Encontrandose que el 100 % de las secuencias #pi y el 44% de las secuencias gdh fueron
similares a secuencias obtenidas de Giardia sp. provenientes de heces fecales humanas;
mientras que el 55.6 % (MNAO04, MCA29, CCA15, MCA24, BT115, PTA10) de secuencias
de gdh fueron similares a secuencias obtenidas de Giardia sp. provenientes de mamiferos

acuaticos en cautiverio.

La busqueda con BLAST permitié determinar que todas las secuencias eran pertenecientes

al genotipo B. Al realizarse el respectivo andlisis filogenético tanto para el gdh y como para el
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tpi, las secuencias fueron categorizadas dentro del genotipo B confirmando los resultados
obtenidos por BLAST. Ademas las secuencias se presentaron similares a las referenciales
para el subtipo BIII. Esto fue verificado mediante la construccion de los arboles filogenéticos
por MV Y NIJ para cada gen (Figura 11 y Figura 12). Con respecto al pi, las secuencias
presentaron similitud genética junto a secuencias referenciales aisladas de humanos de Pert,
Australia, USA y monos en China para el subtipo BIIl. Mientras que las secuencias del gdh
formaron un cluster con una relacion estrecha al subtipo BIII de humano proveniente de

Noruega
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Figura 11 Dendogramas de Giardia sp. basadas en secuencias de nucledtidos del gene triosa fosfato isomerasa. A) Arbol ML. B) Arbol
NJ basado en analisis de maxima verosimilitud. Los nimeros indican los valores de bootstrap (%), estimados de 1.000 remuestreos de los
datos de la secuencia. En negrita se muestran las secuencias obtenidas en el estudio.
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Figura 12 Dendogramas de Giardia sp. basadas en secuencias de nucleétidos del gen glutamato deshidrogenasa. A) Arbol ML B) arbol NJ
basado en analisis de méxima verosimilitud. Los nimeros indican los valores de bootstrap (%), estimado. Los co6digos en negritas son las

secuencias de este estudio.
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CAPITULO 5- DISCUSION

5.1. Parasitismo

Las familias de helmintos gastrointestinales en Cebus albifrons de vida libre hallados
fueron Strongyloididae e Hymenolepididae, estos han sido reportados cominmente en varias
especies de primates neotropicales (Mati, Junior, Pinto, & de Melo, 2013; Solérzano-Garcia
& Pérez-Ponce de Ledn, 2018). Durante el 2017 y 2018 en las heces de la poblacion de Cebus
albifrons de Misahualli, se encontraron cuatro tipos de helmintos: Strongyloides sp.,
Strongyloides no identificados, Hymenolepididae: Tipo 1 y Tipo 2. Una diversidad similar fue
encontrada durante el 2012 para este mismo grupo de capuchinos, donde se reporto:
Strongyloides sp., Strongyloides no identificados, Hymenolepis sp. (Tipo 1) y Capillaria sp.
(Martin-Solano et al., 2017). En otro grupo de capuchinos (Cebus capucinus ) de vida libre
en contacto frecuente con humanos en Costa Rica, se hallaron tres tipos de helmintos:
Strongyloideos, Filarias, Tritrichomonas (Chinchilla et al., 2007), consistente con la
diversidad obtenida en el presente estudio. En contraparte en una poblacion de Cebus
albifrons en Peru, los tnicos helmintos identificados fueron Strongyloides sp. pero esta
poblacion presenta contacto limitado con seres humanos (Phillips et al., 2004). La variedad de
helmintos gastrointestinales que puede hallarse en Cebus spp. podria explicarse por su dieta
omnivora (Rondon et al., 2017), mientras que ciertas especies parasiticas son excretadas con
diferente frecuencia por lo que la diversidad pueden variar segiin el muestreo realizado
(Martin-Solano et al., 2017; Raharivololona & Ganzhorn, 2010; Villanua, Pérez-Rodriguez,
Gortazar, Hofle, & Vifiuela, 2006). Ademas, hay ciertas parasitos como los protozoarios (e.g.
Balantidium, Crypstosporidum, Giardia sp.) que no pueden identificarse Unicamente por

microscopia sino requieren de analisis moleculares (Karim et al., 2014; Rondon et al., 2017).
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Aunque en el presente estudio no se determinaron las especies de los pardasitos, se
debemencionar que en el caso del género Strongyloides existen al menos 40 especies que
infectan a vertebrados (Dorris, Viney, & Blaxter, 2002), siendo Strongyloides cebus propio de
los PNH neotropicales (Dorris et al., 2002; Guerrero, Serrano-Martinez, Tantalean, Quispe, &
Casas, 2012), los huevos de este parasito tienen un tamafio aproximado de 40- 70 pM por 20-
35 uM y se adquieren por via mucosa oral o penetracion de la piel (Cogswell & Baker, 2008);
sugiriéndose que los Cebus albifrons del estudio podrian estar infectados por esta especie. Sin
embargo, no se debe desestimar la posibilidad de una infeccion por Strongyloides stercoralis
una especie genéticamente diferente a S. cebus (Dorris et al., 2002; Mati et al., 2013) que
afecta a personas en paises tropicales y subtropicales (Olsen et al., 2009). Por otra parte, el
género Hymenolepis (=Rodentolepis) ha sido revisado en varias ocasiones, pero su estructura
sigue siendo controvertida (Cunningham & Olson, 2010). En la revision efectuada por
Solorzano Garcia & Pérez- Ponce (2018), se indica que las especies de Hymenolepididae
reportadas en PNH neotropicales incluyen: H. diminuta, H. cebidarum, H. nana, siendo H.
diminuta encontrada en capuchinos (Cebus capucinus). Ademds, H. microstoma es una
especie del tracto de roedores que se ha encontrado en humanos (Macnish, Ryan, Behnke, &
Thompson, 2003) por lo que deberia analizarse una posible transmision a PNH. Pero en el
presente estudio al compararse las caracteristicas de los huevos con los datos obtenidos de la
revision de Hughes, (1941) se sugiere que los huevos del presente estudio no corresponden a
ninguna de las especies antes mencionadas, debido a que no presentan filamentos polares
como H. nana y H. microstoma y por su tamafio no puede ser categorizado como H.
cebidarum ni H. diminuta. También se resalta que para la identificacion de Hymenolepis sp.
mediante huevos es dificil debido a la similitudes y se necesitan larvas adultas para
diferenciar las especies (Macnish et al., 2003). Por lo antes mencionado, se insiste que para

precisar la diversidad parasitica y el potencial zoonoético, es necesario el uso combinado de
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descripcion morfolégica detallada y el uso de técnicas moleculares (Solorzano-Garcia &
Pérez-Ponce de Leon, 2018).

Las prevalencias de Strongyloides sp. obtenidas en los dos afos de este estudio (89 % —
100 %), en la poblacion de Cebus albifrons de Misahualli son mayores que las registradas
para C. albifrons en una reserva en Tambopata-Peru (18 %) (Phillips et al., 2004) y para
monos cariblancos (Cebus capuchinos) en contacto con turistas en Costa Rica (20%)
(Chinchilla et al., 2007); pero los valores obtenidos son equiparables a los encontrados en
monos cariblancos (C. capucinus) en el area de conservacion Santa Rosa en Costa Rica (75.9
%) (Parr et al., 2013) y en monos aulladores de vida libre (4Alouatta palliata aequatoriales)
(88 %) en Ecuador (Helenbrook, Stehman, Shields, & Whipps, 2017; Helenbrook et al.,
2015). Se sugiere que la alta incidencia de esta parasitosis en este grupo de estudio, se deba a
que desempefian alrededor del 18% de sus actividades en el suelo (Haro, Chavez, Carrillo-
Bilbao, & Martin Solano, 2017) puesto que el contacto con el suelo podria facilitar la
penetracion de larvas en estado infectivo, a través de la piel (Viney & Lok, 2015; Wenz-
MiiCke, Sithithaworn, Petney, & Taraschewski, 2012) y ademés debido a las interacciones
sociales (e.g. acicalamiento) que influyan en la transmision fecal-oral (Rimbach et al., 2015);
como otros factores de riesgo podrian incluirse el areas de vida reducida que faciliten el
aumento de densidad de parasitos en estado infectivo (Mati et al., 2013); y la influencia de
actividades antropicas que favorezcan el contacto con heces fecales humanas infectadas
(Hussain et al., 2013; Soto-Calderén, Acevedo-Garcés, Alvarez-Cardona, Hernandez-Castro,
& Garcia-Montoya, 2016). La intensidad de infeccion por este nematodo debe ser controlada
puesto que los PNH eventualmente podrian enfrentar los efectos patologicos de la enfermedad
que incluyen lesiones en el tracto digestivo y pulmones, pérdida de apetito, deshidratacion y

disnea (Mati et al., 2013) y podria llegar a causar la muerte como se ha reportado en
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chimpancés (Pan troglodytes) (Blacklock & Adler, 1922; Penner, 1981), gorilas (Gorilla
gorilla) (Penner, 1981) y en un mono chorongo gris (Lagotrhix cana) (Mati et al., 2013).

Con respecto a la infeccion por Hymenolepis sp. una ruta por la que se puede adquirir este
céstodo, es la ingesta de artropodos infectados con cisticercos (Makarikov, Tkach, & Bush,
2013). Considerando que la dieta de Cebus sp. incluye insectos (Terborgh, 1983), puede
sugerirse que este sea el origen de la infeccion. Este parasito se ha reportado previamente en
el mismo grupo con una prevalencia mayor (66.6%) (Martin-Solano et al., 2017) que las
determinadas en los afios 2017 y 2018 (59 % - 13 % respectivamente). Todos los afios la
infeccion por este parasito ha presentado un sesgo hacia los individuos machos, y en los
ultimos afios la poblacion y la proporcion de machos ha decaido de 12/15 a 3/8. Las
infecciones parasiticas con cierto sesgo hacia los individuos machos, se presentan en varios
mamiferos (Poulin, 1996), y se ha sugerido que hay una relacion entre niveles altos de
testosterona con mayores niveles parasitarios en individuos machos adultos (Grear, Perkins,
& Hudson, 2009; Habig & Archie, 2015; Negro, Caudron, Dubois, Delahaut, & Gemmell,

2010).

5.2. Redes sociales y parasitismo

Este es el primer estudio sobre las interacciones sociales y su influencia en el parasitismo,
conducido en Cebus albifrons de vida libre dentro de un habitat alterado por las actividades
humanas. En el estudio realizado se han comparado dos aspectos comportamentales del
mismo grupo: contacto y proximidad, y el impacto generado en la transmision de parasitos
gastrointestinales. Los resultados indican que el contacto directo (e.g. acicalamiento, juego,
agresiones) tiene relacion con la diversidad de parésitos y con la transmision de Strongyloides
sp.; mientras que la red de proximidad (e.g. forrajeo grupal o reposo en proximidad) no se

relaciona con ninguna de las medidas de centralidad analizadas. Este tipo de relacion entre
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comportamientos que incluyan contacto y tengan relacion con parasitos gastrointestinales, ha
sido reportado en monos araia (Ateles hybridus) con Trichostrongyloides sp. y Strongyloides
sp. (Rimbach et al.,, 2015); y en macacos japoneses (Macaca fuscata yaku) con
Oesophagostomun acuelatum, y Strongyloides fuelleborni (MacIntosh et al., 2012).

Los individuos centrales dentro de una red tienden a presentar una mayor variedad de
parasitos (Gomez et al., 2013). En este estudio, los individuos juveniles presentaron valores
mayores de coeficientes de centralidad, y fueron estos individuos los que tenian mayor
diversidad de parasitos gastrointestinales. Esto concuerda con otros estudios que sefalan que
los PNH maés centrales dentro de una red social, comparten una diversidad de parasitos
gastrointestinales mayor en relacion a los individuos periféricos (Maclntosh et al., 2012;
Rimbach et al., 2015). Usualmente los juveniles tienden a ser los més centrales (Rushmore et
al., 2013), porque interactian entre ellos y con sus madres, convirtiéndose en los mas
susceptibles a ser individuos transmisores y vulnerables frente a infecciones, debido a la
exposicion con otros individuos (Maclntosh, Hernandez, & Huffman, 2010).

En la red de contacto, la intensidad de la infeccion parasitaria por Strongyloides sp. se
presentd asociada al indice de agrupamiento (clustering) y al vector de centralidad propio
(eigenvector). Se sefiala ademads, que el individuo hembra identificado como PT, realiza el
72% de sus actividades en el suelo (Haro et al., 2017) y a pesar de que se ha sugerido, que las
prevalencias elevadas de Strongyloides sp. se deban al contacto con el suelo (Wenz-MiiCke et
al., 2012) en esta hembra no se encontraron parasitos. Sugiriéndose que la ausencia de este
parasitismo en este individuo, se deberia a la ausencia de interaccion con los otros miembros.
Estos datos aportan a sefialar, que los pardsitos que se adquieren via fecal-oral se transmiten
efectivamente dentro de una red social (Nunn, Thrall, Leendertz, & Boesch, 2011); y que la

carga parasitaria tiene relacion con el contexto social de la especie, ademas de las actividades
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antropogénicas reportadas en otros estudios (Hussain et al., 2013; Thatcher, Downs, &
Koyama, 2018).

Por otra parte la infeccion de Hymenolepis sp. no presentd ninguna asociacién con los
pardmetros de la red social, aportando a la hipétesis de que los parasitos tansmitidos mediante
intermediarios no se explican mediante el uso de las redes de contacto (Grear, Luong, &
Hudson, 2013). Se resalta entonces, que un contacto efectivo depende de la biologia del
parasito y su relacion con el hospedero (White et al., 2017).

Colectivamente estos resultados, apoyan la hipdtesis de que vivir en grupos sociales,
incremente el riesgo de adquirir ciertos patdogenos (Altizer et al., 2003); que la transmision de
enfermedades tiene relacion con las propiedades sociales a nivel individual y grupal, siendo
los individuos centrales vulnerables por exposicion (Gémez et al., 2013; MaclIntosh et al.,
2012; Romano et al., 2016), y se sugiere que las medidas de control de enfermedades apunten
a individuos clave dentro de un grupo social y no aleatoriamente (Gomez et al., 2013;
Rushmore et al., 2014; Silk et al., 2017). Sin embargo, se debe sefialar que el nlimero de
nodos y contactos son funciones espacio temporales que pueden cambiar (Perkins, Ferrari, &
Hudson, 2008) por lo tanto, se sugiere ser cauteloso con la interpretacion de los datos, antes

de extrapolarse a otras especies de primates (Romano et al., 2016).

5.3. Analisis molecular de Giardia sp.

Varios estudios moleculares de Giardia sp. se han conducido en aislados provenientes de
PNH (Beck et al., 2011; Berrilli et al., 2011; Debenham et al., 2015; Debenham et al., 2017;
Graczyk et al., 2002; Johnston et al., 2009; Karim et al., 2015; Karim et al., 2014; Lebbad et
al., 2010; Levecke et al., 2009; Zhong et al., 2017). Sin embargo, los andlisis de la
variabilidad genotipica de Giardia sp. de platirrinos corresponden principalmente a estudios

desarrollados en cautiverio en zooldgicos de Europa y Asia (Karim et al., 2014; Lebbad et al.,
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2010; Levecke et al., 2009); siendo escasos los estudios conducidos en el neotropico (David et
al., 2014; Li et al., 2015; Soares et al., 2011; Volotao et al., 2008) especialmente en PNH de
vida libre (Vitazkova & Wade, 2006). Por lo que este estudio, es uno de los pocos realizados
sobre filogenia de Giardia sp. en PNH neotropicales de vida libre y es el primer estudio
molecular de Giardia sp. en fauna silvestre de Ecuador

Giardia sp. es un parasito que se ha reportado en varias especies de primates neotropicales
principalmente mediante analisis microscopico (Chinchilla et al., 2005; Fajardo-Sanchez et
al., 2014; M. Goémez et al., 1996; Levecke et al., 2007; Verweij et al., 2003). En el presente
estudio no se observaron quistes de Giardia sp. cuando se realiz6 la evaluacion microscopica,
pero mediante el empleo de PCRn se confirm¢6 la presencia de Giardia sp., este suceso
también se ha reportado en otro estudio con PNH conducido en China (Karim et al., 2014),
esto se debe a que la sensibilidad y especificidad de la PCR para detectar quistes de Giardia
sp. es superior a la visualizacion microscopica (Gotfred-Rasmussen et al., 2015).

Con el empleo de la PCRn, se determind que entre los tres afios de estudio la prevalencia
promedio de giardiasis en los individuos fue de 61.2%. Prevalencias similares también se han
observado en poblaciones de PNH neotropicales de vida libre cercanas a asentamientos
humanos, como en monos aulladores de manto (Allouata palliata) de 62.5% en Costa Rica
(Chinchilla et al., 2005), y en monos aulladores negro y dorado (Allouata caraya) 67% en
Argentina (Kowalewski et al., 2010). Estas prevalencias de Giardia sp. en PNH de vida libre
se han asociado con la influencia de las actividades humanas (Chinchilla et al., 2005;
Gillespie, 2004). Por otro lado también debe considerarse las condiciones medio ambientales
pueden influir en las prevalencias, se ha visto que en monos aulladores (A/louatta pigra) de
vida libre la prevalencia aumentan en estacion himeda (40%) en relacion a la temporada seca

(27%) (Vitazkova & Wade, 2006) y las regiones calidas y huimedas favorecen a ciertas
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especies parasiticas (Milozzi, Bruno, Cundom, Mudry, & Navone, 2012). Entre las vias de
adquision se encuentra la contaminacion fecal-oral, en este caso el grupo de estudio, que
desarrolla el 18% de sus actividades en el suelo (Haro et al., 2017), podria ingerir quistes
accidentalmente de heces humanas presentes el suelo (e.g. de panales y residuos de papel
higiénico), mientras desarrollan actividades como juegos, alimentacion y forrajeo por donde
frecuentemente transitan animales domésticos y personas. Ademas habitos como el forrajeo
en basura que podrian tener relacion con el incremento de transmision de ciertos parésitos
(Flint, Hawley, & Alexander, 2015). Otras rutas de adquision del parasito, podrian ser las
fuentes de agua a las que los primates tienen acceso, puesto que en personas se han
encontrado quistes genéticamente similares a los hallados en cuerpos de agua (Durigan et al.,
2014; Durigan et al., 2017) por lo que podria existir la misma relacion en PNH. Otra via
podria ser mediante los alimentos dados por los locales o turistas, puesto que la alimentacion
por turistas ha demostrado tener influencia en la diversidad de protozoarios gastrointestinales
en PNH (Borg, Majolo, Qarro, & Semple, 2014).

Con respecto a los andlisis moleculares, todas las secuencias del i y el 44.4% de las
secuencias de gdh presentaron similitud con secuencias de Giardia intestinalis proveniente de
humanos; mientras que el resto de los aislados gdh (55.6 %) fueron relacionados con
secuencias para Giardia intestinalis proveniente de mamiferos acudticos en cautiverio, pero
también genéticamente idénticos a aislados provenientes heces humanas (Lasek-Nesselquist et
al., 2008). Por lo tanto, se apoya que los aislados provenientes de humanos y PNH no son
genéticamente distintos entre ellos (Brynildsrud et al., 2018).

Todas las muestras pertenecieron al genotipo B, correspondiente a Giardia enterica segin
Thompson & Ash, (2016). El genotipo B ha sido encontrado como mas prevalente en PNH
(Karim et al., 2015; Zhong et al., 2017), este genotipo se ha encontrado varias especies de

PNH neotropicales en zoologicos de Europa y Asia incluyendo: titi enano (Callithrix pigmea),
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titi cabeza blanca (Saguinus oedipus) (Lebbad et al., 2010), monos arafia de cabeza negra
(Ateles fuscipes) (Levecke et al., 2009) y en monos ardilla (Saimiri boliviensis, Saimiri
sciureus) (Levecke et al., 2009); Saimiri sp. (Karim et al., 2015). El genotipo B, es mas
variable genéticamente en relacion al genotipo A, por la presencia de polimorfismos, lo que
dificulta su clasificacion dentro de los subtipos BIII o BIV (Ryan & Caccio, 2013; Wielinga,
Thompson, Monis, & Ryan, 2015), por ejemplo, en PNH en cautiverio no se ha podido
asignar las secuencias a subtipos conocidos (Levecke et al., 2009) y en regiones amazodnicas,
como la del estudio, se han reportado genotipos B desconocidos en aislados provenientes de

personas (Nunes et al., 2018; Nunes Coronato et al., 2016).

En el presente estudio, fue posible determinar que todas las secuencias presentaron
similitud con el subtipo BIII referencial (tanto para gdh como tpi). La informacién molecular
de Giardia sp. halladas en PNH en estudios conducidos en el neotropico, incluyen el genotipo
A en mono aullador guatemalteco (Aloutta pigra) de vida libre (Vitazkova & Wade, 2006),
subtipo Al en Brasil, en especies en cautiverio: mono arafia comun (Ateles Belzebut), mono
aullador negro (4. caraya), mono aullador marréon (4. fusca), mono aullador rojo (4.
seniculus), mono aullador marrén austral (4. clamitans) (David et al., 2014; Volotao et al.,
2008); subtipo AIl se ha encontrado en monos aulladores negros (4. caraya ) (David et al.,
2014). Mientras que el genotipo B, ha sido reportado en monos aulladores guatemaltecos (4.
pigra ) de vida libre en México y Belice (Vitazkova & Wade, 2006), y cautiverio en Brasil, en
monos aulladores marrones (4. fusca) donde todas las secuencias fueron similares al subtipo
BIV referencial provenientes de humanos (Soares et al., 2011). En ninguno de los estudios
mencionados anteriormente, se ha reportado el subtipo BIII, este subtipo solamente se ha
encontrado en Europa en PNH en cautiverio (Caccido & Ryan, 2008; Levecke et al., 2009). La

presencia del subtipo BIII en Cebus albifrons, podria relacionarse con el habitat afectado por
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la intensa actividad antrépica ya que las secuencias relacionadas con los subtipos BIII y BIII-
like se han sugerido que son de origen humano principalmente, mientras que las relacionadas
con BIV o BIV-like son de origen tanto humano como animal (Soares et al., 2011). Ademas
este subtipo es el mas predominante en humanos de Centroamérica y de América del Sur
(Sprong et al., 2009). En Ecuador, el subtipo BIII se ha encontrado mediante el andlisis de
gdh en Esmeraldas (Atherton et al., 2013) y mediante el andlisis del #pi, en una zona semi
rural cercana a Quito (Sarzosa et al., 2018), lamentablemente no hay estudios moleculares en
la amazonia ecuatoriana que podrian aportar al conocimiento sobre la variabilidad genética de

Giardia sp.

Por ultimo los efectos de cada variante genotipica en PNH no ha sido explorada en el
presente estudio, pero se menciona que el genotipo B se ha encontrado en muestras
sintomaticas (diarrea) pero también en muestras asintomaticas; en otros PNH se ha
encontrado el genotipo A en muestras diarreicas (Volotdo et al., 2008) y el genotipo B en
muestras asintomaticas (Soares et al., 2011) por lo que no se podria asumir la presencia de
diarrea y el genotipo de Giardia sp hallado en PNH. En humanos los efectos descritos
también son inconsistentes (Ignatius et al., 2012) mientras que unos estudios no han
encontrado correlacion entre el genotipo B y los sintomas (Sahagtn et al., 2008) en otros se
ha asociado con diarrea (Gelanew, Lalle, Hailu, Pozio, & Caccid, 2007) flatulencia (Lebbad

et al., 2011) y malnutriciéon (Ignatius et al., 2012) en nifios.
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CAPITULO 6 - CONCLUSIONES

La poblacion de Cebus albifrons de Misahualli-Tena esta infectada por nematodos:
Strongyloides sp., cestodos: Hymenolepis sp y protozoarios: Giardia sp. Estos datos sobre
parasitosis aportan a la fuente sobre informacion parasitoldgica en primates ecuatorianos.

Las interacciones sociales que incluyen contacto facilitan la transmision de parasitos
gastrointestinales, y en menor medida la proximidad. El indice de cercania se relaciona con la
riqueza de parasitos, siendo los juveniles los que presentan mayor diversidad parasitaria.
Finalmente el indice de agrupamiento se relacionan con la intensidad de la infeccion por
Strongyloides sp.

La prevalencia de Giardia sp. promedio determinada mediante PCR fue de 61%. Todas las
infecciones por Giardia sp. en la poblacion de Cebus albifrons son del genotipo
antropozoonotico B (Subtipo BIII), por lo que se sugiere un origen de infeccion antrdpica.

Aunque las infecciones parasitarias son comunes en PNH neotropicales, las infecciones
halladas en PNH en medio antropico podrian deberse factores de riesgo como habitos de

forrajeo en basura, contaminacion ambiental o la interaccion frecuente con personas.
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CAPITULO 7 - RECOMENDACIONES

Por las infecciones parasiticas reportadas y por la presencia del subtipo BIII de Giardia
sp. se debe considerar a los PNH como potenciales reservorios zoonoticos, y hace necesaria la
toma de decisiones urgente para disefiar programas de manejo que no subestimen la presencia
de enfermedades y permitan precautelar la salud de los animales y las personas en contacto.
Ademas se sugiere examinar a la poblacion humana (turistas y locales) relacionada con el
grupo de vida libre y evaluar la presencia de quistes en muestras ambientales para evaluar el
ciclo de transmision de Giardia sp. en esta area.

Complementar el analisis de epidemiologia molecular de Giardia sp. para otras especies
de PNH en centros de rescate y en ambientes no perturbados por actividades antropicas.

Emplear un analisis multilocus afiadiendo el uso de cebadores para el gen de la beta-

giardina.
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