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Identificacion de protozoarios en crias de alpacay su
potencial riesgo zoondtico

Identification of protozoa in alpaca calves and their potential zoonotic risk

Diana Sanchez H.!'*, Pedro Coila A.%, Celso Zapata C.?

RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo conocer la presencia de protozoarios con potencial
riesgo zoondtico en alpacas. Se tomaron muestras de heces de 16 crias de alpacas Suri del
Centro Experimental «La Raya» UNA — Puno, Pert, ubicado a4100 m de altura. Se forma-
ron grupos segun edad y condicion de salud: G1 (n=8) de 1 mes de edad (4 con diarrea'y
4 sin diarrea); G2 (n=8) de 2 meses (4 con diarrea y 4 sin diarrea). Las muestras se
evaluaron mediante pruebas coproparasitologicas de rutina (examen microscéopico direc-
to, concentracion por flotacion, McMaster modificado y Ziehl-Neelsen) y mediante diag-
ndstico molecular utilizando el marcador genético 18S rRNA subregion V4, secuenciandose
en la plataforma NOVASEQ 6000 (Illumina, EE. UU.), y cuyas lecturas fueron analizadas
utilizando programas bioinformaticos. Los resultados muestran que las 4 alpacas de 1
mes de edad con diarrea presentaron Giardia spp. y en tres habia abundancia de
Entodinium spp. y Eudiplodinium spp., mientras que en una alpaca sana se hall6
Cryptosporidium spp. En las 4 alpacas de 2 meses con diarrea se observd cuantiosa
presencia de Eimeria. lamae (>12 750 OPG) y en tres de ellas alta abundancia de
Blastocystis spp., en tanto que en una alpaca sana se identific6 Entamoeba spp. Se
concluye que Giardia spp., Cryptosporidiium spp., Blastocystis spp. y Entamoeba spp.
son considerados de riesgo zoondtico ya que son descritos tanto en humanos como en
animales.
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The aim of this study was to determine the presence of protozoa with potential zoonotic
risk in alpacas. Faecal samples were taken from 16 Suri alpaca calves from the UNA
Experimental Centre «La Raya» — Puno, Peru, located at 4100 m above sea level. Groups
were formed according to age and health condition: G1 (n=8) 1 month old (4 with diarrhoea
and 4 without diarrhoea); G2 (n=8) 2 months old (4 with diarrthoea and 4 without diarrhoea).
The samples were evaluated by routine faecal parasitological tests (direct microscopic
examination, flotation concentration, modified McMaster and Ziehl-Neelsen) and by
molecular diagnosis using the genetic marker 18S rRNA subregion V4, sequencing on the
NOVASEQ 6000 platform (Illumina, USA). On this, whose readings were analysed using
bioinformatics programs. The results show that the 4 1-month-old alpacas with diarrhoea
presented Giardia spp. and three had an abundance of Entodinium spp. and
Eudiplodinium spp., while in one healthy alpaca Cryptosporidium spp. was found. In
the 4 2-month-old alpacas with diarrhoea, a large presence of Eimeria lamae (>12750
OPQG) and in three of them high abundance of Blastocystis spp. was observed, while in
one healthy alpaca Entamoeba spp. was identified. It is concluded that Giardia spp.,
Cryptosporidium spp., Blastocystis spp. and Entamoeba spp. are of zoonotic risk since
they are described in both humans and animals.
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INTRODUCCION

La crianza de alpacas se desarrolla
mayormente en las zonas altas de los Andes,
donde los productores no tienen posibilidades
de dedicarse a otras actividades productivas.
Las alpacas conservan el ecosistema, pro-
veen fibra fina para el vestido y carne magra
para alimentacion saludable (FAO, 2005). Sin
embargo, la produccion alpaquera se ve limi-
tada por la elevada mortandad neonatal de
las alpacas, identificadas como principales
causas las enfermedades infecciosas y el
manejo inadecuado (Martin et al., 2010),
siendo los mas afectados las crias por enfer-
medades producidas por protozoarios como
Giardia, Cryptosporidium (Cebra et al.,
2003) y eimerias (Rosadio et al., 2010). Tam-
bién se han identificado a la blastocistosis
como una zoonosis emergente (Maloney et
al., 2019) causada por Blastocystis spp.
(Clark et al., 2013; Ma et al., 2020).

La secuenciacion genética por sintesis
(SBS) es una buena alternativa para conocer
multiples organismos en forma simultanea, ya
que secuencian cadenas molde de DNA por
ciclos repetidos en los que se va afiadiendo
cada nucleotido de manera individual de for-
ma simultanea, logrando secuenciar millones
de clusters (Bentley et al., 2018). Los mar-
cadores universales como la subunidad pe-
quefia de los ribosomas de las células
(rRNA), son componentes basicos de todas
las células (Luo et al., 2005). Los datos del
ADN en el gen rRNA 18S son utilizados en
el analisis molecular, ya que su variabilidad
evolutiva es lenta y se mantiene conservada,
haciéndolo idoneo para reconocer individual-
mente a los organismos vivos (Adham et al.,
2009).

El diagnodstico molecular es mas eficien-
te al momento de la deteccion de protozoarios
en pacientes con enfermedad diarreica (Car-
dona et al., 2014), ya que, a pesar de su di-
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versidad epidemioldgica, muchos de los pa-
résitos intestinales son excretados de alguna
forma parasitaria (quistes/ooquistes, huevos,
larvas, proglétides) junto con las heces del
hospedador. Es asi como la microscopia pre-
senta problemas de sensibilidad y especifici-
dad diagnostica y, en la mayoria de los casos,
no permite la diferenciacion morfologica de
especies/genotipos (Dacal et al., 2020). En
ese sentido, el estudio se disefio con el objeti-
vo de identificar, de forma convencional y
molecular, protozoarios presentes en cuadros
de diarreas en crias de alpacas y su papel
zoonotico.

MATERIALES Y METODOS

Area de Estudio y Animales

El estudio se realizo durante los meses
de febrero y marzo de 2021 en el Centro
Experimental «La Raya» de la Universidad
Nacional del Altiplano-Puno, Peru, ubicado a
mas de 4100 msnm. Se trabajo con 16 crias
de alpacas Suri de 1 y 2 meses de edad, que
presentaron diarrea durante mas de dos dias
consecutivos. Se conformaron grupos segun
edad y condicion de salud: G1: n=8 alpacas
de 1 mes (4 con diarrea y 4 sin diarrea) y G2:
n=8 alpacas de 2 meses (4 con diarrea y 4
sin diarrea).

Se colectaron muestras fecales direc-
tamente del recto de todos los animales y se
conservaron a temperatura de refrigeracion
(5 °C) hasta su analisis coproparasitologico
en el Laboratorio de Parasitologia del Centro
Experimental «La Rayay». Para el analisis
molecular las muestras fueron colectadas en
tubo de 50 ml, siendo primero refrigeradas y
luego rapidamente conservadas a -80 °C para
la posterior extraccion de ADN en el Labo-
ratorio de Biologia Molecular de la Universi-
dad Nacional del Altiplano.
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Analisis Coproparasitologico Convencional

El examen coproparasitologico que se
hizo en forma inicial fue el examen directo
microscopico para evidenciar la presencia de
quistes u ooquistes de protozoarios utilizando
lugol parasitologico como colorante (Bowman,
2011). Posteriormente, las muestras fueron
procesadas mediante métodos cualitativos de
concentracion por flotacion con solucion sa-
turada de sacarosa (Barriga, 2002; Rojas,
2004); método cuantitativo McMaster modi-
ficado, expresando cantidades de ooquistes
por gramo de heces (OPG) (Barriga, 2002;
Cebra y Stang, 2008). Asimismo, para el re-
conocimiento de ooquistes de Cryptospo-
ridium se trabajé con el método de Ziehl-
Neelsen modificado (Barriga, 2002).

Analisis Molecular

Se extrajo el ADN mediante el Pure-
Link™ Microbiome DNA Purification kit a
partir de las muestras fecales. La cuanti-
ficacion de ADN se determind mediante
Qubit®. Se utilizé el cebador 528 forward,
5-GCGGTAATTCCAGCTCCAA-3'y 706
reverse,5'-AATCCRAGAATTTCACCTCT-
3'dirigido a laregion V4 del gen 18S rRNA.
Cadaregion fue amplificada usando TruSeq®
DNA kit de Illumina sin PCR junto con los
cebadores. La calidad de las librerias se eva-
lué con Fluorometro Qubit 2.0 de Invitrogen
y el analizador de fragmentos del sistema
Agilent Bioanalyzer 2100. La libreria fue
secuenciada usando el protocolo en la plata-
forma NOVASEQ 6000 de Illumina (San
Diego, EE. UU.) con una generacion de lec-
turas de 250 pb.

Analisis bioinformatico para 18S rRNA
(region V4)

La calidad de los datos obtenidos luego
de la secuenciacion se evalud con el soft-
ware FASTQ v. 0.11.9 y editados con el soft-
ware FASTP v. 0.22.0. Luego las lecturas
forward y reverse fueron mezcladas con el
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software FLASH v. 1.2.11. Se utilizo el soft-
ware SEQTK v. 1.3-r106 y el VSEARCH v.
2.15.2 para la remocion de quimeras, Asimis-
mo, el software KRAKEN2 v. 2.1.1+galaxy
destinada para la clasificacion taxonomica de
secuencias cortas de las unidades taxono-
micas operativas (OTU) enlazada con la Base
de Datos SILVA (v. 2022-02-02T162959Z,
kmer-len=35, minimizer-len=3 1 ,minimizers-pa-
ces=06) a través del webserver GALAXY.

RESULTADOS

Identificacion convencional de protozo-
arios en alpacas

Mediante el examen directo, donde se
requiere solo una gota de muestra, se identi-
ficd Giardia spp. (Figura 1A) en las cuatro
crias de alpacas de un mes de edad que pa-
decieron de diarreas, lo cual sugiere una alta
infeccion por este protozoario. Por otro lado,
este parasito no se observo en el grupo de
alpacas sanas de la misma edad. En el caso
de las alpacas de 2 meses de edad con pre-
sencia de diarreas se registro E. lamae (Fi-
gura 1B) en cantidades de 12 750 a 34 800
OPG por animal (Cuadro 1). Dada la eleva-
da cantidad de ooquistes de E. lamae se le

puede atribuir como el causante de la enfer-
medad diarreica en estas alpacas. También
se logro evidenciar la presencia de E. lamae
y E. macusaniensis en las alpacas sanas de
2 meses, aunque no se consignd ningin
ooquiste mediante el método de MacMaster,
posiblemente debido a la reducida cantidad
de eimerias viasualizadas de forma cualitati-
va. Mientras tanto, en una cria de alpaca sana
de 1 mes de vida se pudo observar ooquistes
de Cryptosporidiim spp.

Identificacion molecular de protozoarios
en alpacas

La cantidad de lecturas de laregion V4
del gen 18S rRNA en secuenciamiento masi-
vo de muestras fecales es abundante, lo cual
no permitio llegar a describir especies y
subespecies de eucariotas, por lo que los ha-
llazgos de protozoarios se tuvieron que iden-
tificar como género. Como se observa en el
Cuadro 1, en tres crias de 1 mes de edad que
presentaron diarrea hubo predominancia de
Entodinimun sp. y Eudiplodidium sp, am-
bos identificados como protozoarios ciliados.
Sin embargo, en las crias con diarrea, tres de
ellas de 2 meses y una de 1 mes de edad se
identifico molecularmente a Blastocystis spp.
Otras especies observadas en alpacas de dos
meses fueron Heteromita spp. y Phasco-

Figura 1. A. Quistes de Giardia spp. en una cria de alpaca de 1 mes de edad con diarrea. 40X.
B. Ooquiste esporulado de Eimeria lamae en una cria de alpaca de 2 meses de edad

con diarrea. 100X
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Cuadro 1. Identificacion molecular y coproparasitolégica de protozoarios de riesgo zoondtico en
alpacas de 1 y 2 meses de edad con y sin diarrea

Identificacion molecular

Identificacion coproparasitologica

Condicion  Edad - -
desalud  (mes) Especie Alggj::)cw Especic iaéllglgé;d
Con diarrea 1 1 Eudiplodinium spp. 3,908 Giardia sp. --
Entodinium spp. 1,676
2 Blastocystis spp. 519 Giardia sp. --
3 Phascolodon spp. 451 Giardia sp. --
4 Entodinium spp. 814 Giardia sp. --
Eudiplodinium spp. 642
Heteromita spp. 497
2 1 Blastocystis spp. 1,536  E. lamae 12,750
Entodinium spp. 1,114
Heteromita spp. 1,005
2 Blastocystis spp. 843 E. lamae 15,750
3 Blastocystis spp. 229 E. lamae 34,800
4 Heteromita spp. 430 E. lamae 22,450
Eocercomonas sp. 143
Sanas 1 1 Blastocystis sp. 877 Cryptosporidium sp. --
Entodinium sp. 146 -- --
2 Heteromita sp. 3,236 -- --
Blastocystis sp. 1,565 -- --
3 Blastocystis sp. 1,767 -- --
Entodinium sp. 452 -- --
4 Blastocystis sp. 814 -- --
Entodinium sp. 481 -- --
2 1 Blastocystis sp. 11,373 E. macusaniensis --
Phascolodon sp. 2,442 --
2 Entodinium sp. 17,404  E. lamae --
Eudiplodinium sp. 4,259 --
Blastocystis sp. 3,534 --
3 Blastocystis sp. 11,5737 E.lamaeyE. --
Entamoeba sp. 1,315  macusaniensis --
4 Blastocystis sp. 42,677 E.lamaeyE. --

Entodinium sp.

244 macusaniensis -

lodom spp., que son protozoarios ambienta-
les, las alpacas podrian ingerir estos microor-

gaanismos cuando consumen su alimento

mientras estan en libre pastoreo.
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En animales sin signos de diarreade 1 y
2 meses de edad se evidenci6 el predominio
de Blastocystis sp. y Entodinium sp., mien-
tras que en una alpaca sana de dos meses de
vida se identifico Entamoeba sp.
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Mediante analisis molecular no hubo
coincidencias de la secuencia genética de
Eimeria lamae con la base de datos, debido
a que aun no se registrd la secuencia
molecular de esta especie en la base de da-
tos SILVA.

DiscusioN

Identificacion convencional de protozo-
arios en alpacas

Giardia spp. ha sido identificado en di-
versas especies animales (Heyworth. 2016),
donde Giardia duodenalis ha sido reporta-
da en heces de alpacas. Por su parte,
Whitehead y Anderson (2006) indican que
Giardia sp. es un agente causal de las
diarreas en crias de alpaca, coincidiendo con
los hallazgos del presente estudio. Giardia
sp. ha sido incluso registrada en crias de
alpacas menores de 1 mes de edad (Trout et
al., 2008; Gémez-Couso et al., 2012).

Gomez-Puerta et al. (2014) mencionan
que 33% de las crias de alpaca de 1 mes se
encuentran infectadas con Giardia duode-
nalis. Esta baja frecuencia de animales in-
fectados se debe a que los animales evalua-
dos no presentaban estados diarreicos, ya que
en el presente estudio todas las crias de 1
mes con diarrea presentaron Giardia sp.
Gomez-Couso et al. (2012) también reporta-
ron que 50% de alpacas de 1 semana de edad
presentaban Giardia spp. y que a medida que
crecen, se incrementa la prevalencia alcan-
zando 80% a las 8 semanas.

Rodriguez et al. (2012) informa que, en
alpacas aparentemente sanas menores a 90
dias de vida, 60.4% fueron portadoras de
Eimeria lamae, encontrando la mayor carga
parasitaria en crias de 45-60 dias con 16 564
OPG, cifras menores al encontrado en el pre-
sente estudio debido a que se trabajo con
alpacas con proceso diarreico. En importan-
te destacar que Cebra (2007) afirma que
Eimeria es un parasito mas comunmente

asociado con la presentacion de diarreas en
camélidos, pudiendo considerarlo como el
causante de la diarrea.

Cryptosporidium viene a ser un proto-
zoario presente en alpacas, demostrado tam-
bién por Gémez-Couso et al. (2012), quienes
reportan una prevalencia de 58.3% del para-
sito en alpacas por rebafio. Por otro lado,
Molina et al. (2009) constatan que 23% de la
poblacion de alpacas que no presentan
diarreas son portadoras de Cryptosporidium
parvum, Hay que destacar que
Cryptosporidium spp. es de importancia
zoondtico pues posee especies que han sido
halladas en humanos y en animales domésti-
cos, silvestres y peces (Zhang et al., 2020) y
que ha sido considerada hace unos aflos como
una zoonosis reemergente (Diaz-Lee ef al.,
2011; Thompson et al.,2016), y, por lo tanto,
un parasito de riesgo en la salud publica.

Identificacion molecular de protozoarios
en alpacas

En las crias de alpacas con diarrea se
identificé a Entodinimun sp. y Eudiploidium
sp. los cuales son reportados como parte de
la microbiota del primer compartimiento del
estomago de las alpacas (Ceron, 2014; Yauri,
2020). Este hallazgo se debe probablemente
a que la muestra en estudio puede contener
protozoarios de todo el tracto digestivo.

El protozoario Blastocystis spp. también
es reportado por Ma et al. (2020), quienes
identifican tres subtipos de Blastocystis spp.,
siendo el STS un genotipo potencialmente
zoonotico. De forma similar Boutellis et al.
(2021), identificaron Blastocystis del subtipo
10 en una llama (Lama glama) de zooldgico,
que compartid 98.94% de similitud y 99% de
cobertura con la secuencia mas cercana de
Blastocystis aislado de Canidae Lycaon
pictus. Cian et al. (2017) y Deng et al. (2021)
también describen en alpacas al Blastocystis
subtipo 10 y 14 en alpacas donde las secuen-
cias eran idénticas a las de las cabras en Iran.
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Blastocystis es un protozoario que pue-
de hospedarse en diversas especies, inclu-
yendo el hombre, donde puede causar sinto-
mas gastrointestinales como estrefiimiento, dia-
rrea, flatulencia y dolor abdominal (Boreham,
1993). Sin embargo, en el caso del humano se
tiene como condiciones especificas para la pre-
sentacion de la enfermedad la inmu-
nosupresion, mala nutricion o infecciones con-
currentes (Boreham, 1993). Heteromita spp.,
descritos como protozoarios flagelados de
vida libre presentes en la superficie del suelo
(Mattison et al., 2002) y Phascolodom spp.,
son descritos como ciliados de vida libre pre-
sentes en agua estancada (Tucker, 1972).
Ambos microorganismos pudieron haber in-
gresado al tracto gastrointestinal juntamente
con el alimento, pero se sospecha de cierta
simbiosis temporal con el hospedero.

Las alpacas sanas también son porta-
doras de protozoarios como Blastocystis spp.
En este sentido, Wang et a/. (2022) remarcan
la presencia de Blastocystis spp. en alpacas
de mayor edad en condiciones de salud esta-
ble, pero no lo evidencian en crias de alpacas.
Por otro lado, Gao et a/ (2021) manifiestan la
presencia de hasta 18% de alpacas adultas
portadoras de Entamoeba spp. y su asocia-
cion con Eimeria spp., lo cual coincide con
los resultados del presente estudio, donde se
identifico a E. lamae y E. macusaniensis
junto a Entamoeba spp. El género
Entamoeba incluye amebas de numerosas
especies que se encuentran en varios hospe-
deros animales (Shiratori e Ishida, 2016). Al-
gunas especies de Entamoeba spp. presen-
tan alta prevalencia y son potencialmente
zoonoticas (Dong et al., 2017).

CONCLUSIONES

e  Mediante microscopia en alpacas de un
mes con diarrea se observo la presencia
de Giardia spp. y Cryptosporidium spp.

e Mediante secuenciamiento molecular
masivo en alpacas de 1 y 2 meses de-
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edad se hall¢ alta abundancia de Blasto-
cistis spp. en alpacas con signos de dia-
rrea, asi como en animales sanos. Asi-
mismo, se identificé Entamoeba spp. en
una alpaca sana de 2 meses.

e  Todos estos protozoarios son considera-
dos de riesgo zoonoético por estar pre-
sentes tanto en humanos como en ani-
males.
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