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Diagnéstico de Entamoeba polecki
y su potencial impacto en las condiciones
sanitarias de la produccion porcina

LOPEZ ARIAS, L.S."23; GUILLEMI, E.C.% BORDONI, N.2; FARBER, M.>; GARBOSSA, G."?

RESUMEN

En Argentina, la produccion porcina constituye una actividad en constante aumento, en particular, para la
pequefa agricultura familiar. No obstante, este tipo de produccion posee ciertas limitaciones (estructurales
y ambientales) que, entre otras consecuencias, propician la transmision enzodtica y zoonética de diversas
infecciones. En este sentido, Entamoeba polecki pertenece al grupo de amebas intestinales que tiene como
principal hospedero al cerdo y que con base en diferencias nucleotidicas presentes en una pequeina region
del gen ARN ribosomal 18S se distinguen cuatro subtipos (ST1, ST2, ST3 y ST4) que estarian relacionados
con el hospedero que parasitan. Se especula que la infeccion por esta ameba contribuiria al agravamiento de
cuadros digestivos producidos por otros patdgenos. Por lo expuesto, el objetivo de este trabajo fue determinar
si distintos sistemas de produccion porcina constituyen un factor de riesgo para la adquisicién de E. polecki.
Con este propésito, se colectaron y procesaron heces de cerdos procedentes de pequefias producciones
rurales de Mision Nueva Pompeya (provincia de Chaco) y de cerdos procedentes de una estacion productiva
de Marcos Juarez (provincia de Coérdoba). Las heces procesadas fueron inspeccionadas por microscopia
optica y utilizadas para el diagndstico molecular por PCR. Para lo cual un par de cebadores especificos de E.
polecki, que amplifica un fragmento del gen ARN ribosomal 18S, fue disefiado. Los fragmentos amplificados y
secuenciados del gen ARN ribosomal 18S confirmaron la presencia de E. polecki en las muestras.

Ademas, el analisis filogenético permitié establecer los subtipos circulantes en los cerdos, los cuales co-
rrespondieron a ST1 y ST3. A nuestro entender, este es el primer reporte de diagnostico y caracterizacion de
E. polecki en Argentina, asociado a la produccién porcina.
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ABSTRACT

In Argentina, pig production on family farms is increasing. The lack of veterinary animal health planning
there as well as inefficient facilities may cause environmental risks that conducive to enzootic and zoonotic
transmission of various infections. Entamoeba polecki is a uninucleate-cyst producing intestinal parasite and
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its main host is the pig. Based on the intra-specific variation of small sequence of 18S rRNA gene, the isola-
tes of E. polecki appeared to be divided into four subtypes (ST1, ST2, ST3 y ST4), which would be related
to their hosts. It is speculate that this amoeba would have the ability to increase damage brought about by
other intestinal pathogens. For this reason, the aim of this work was to determine whether or not different
swine production systems constitute a risk factor for acquiring E. polecki. To achieve this goal, pig feces were
collected from family farms in Mision Nueva Pompeya (Province of Chaco) and from an experimental station
in Marcos Juarez (Province of Cérdoba). Microscopic diagnosis of stool samples was performed in order to
detect the presence of E. polecki-like cysts. To molecular diagnosis a set of E. polecki-specific primers based
on 18S ribosomal RNA gene was designed and used to PCR assay. Results shown that the particular sanitary
conditions of production systems studied, would not be a risk factor for acquiring E. polecki. PCR assays and
subsequent sequencing of amplified fragments of 18S rRNA gene confirmed the presence of E. polecki in the
samples. Moreover, phylogenetic analysis showed that subtypes 1 and 3 of the parasite are circulating in pigs.
In particular, ST3 is the most relevant due to its impact on the health of pigs infected with more than one intesti-
nal pathogen. To our knowledge, this is the first diagnostic and characterization report of E. polecki associated

with porcine production in Argentina.

Keywords: Entamoeba polecki, pigs, PCR, molecular diagnosis.

INTRODUCCION

En Argentina, la produccién porcina constituye una activi-
dad en constante aumento, en particular, para la pequena
agricultura familiar que representa mas del 66% de las ex-
plotaciones agropecuarias (SENASA, 2014). No obstante,
este tipo de produccion posee ciertas limitaciones de in-
dole comercial, tecnolégica, productiva, social y ambiental
(INTA, 2011) que, entre otras consecuencias, propician la
transmisidn enzodtica y zoonética de diversas infecciones.

Entamoeba polecki (Von Prowazek, 1912) pertenece al
grupo de amebas intestinales, de transmision fecal-oral,
cuyo quiste maduro posee un Unico nucleo. Su principal
reservorio u hospedero es el cerdo (Sus scrofa domesti-
cus) aunque también puede infectar a otros animales; entre
ellos al hombre (Levin y Armstrong, 1969). Hasta el mo-
mento, y con base en diferencias nucleotidicas halladas en
una regién del gen ARN ribosomal 18S, se han identificado
cuatro subtipos (ST1, ST2, ST3 y ST4) de esta especie que
tendrian relacion con el hospedero que parasitan (Stens-
vold et al., 2011). Si bien la patogenicidad potencial de esta
ameba no esté suficientemente comprobada (Salaki et al.,
1979; Gay et al., 1985) actualmente se especula que la
infeccion por este parasito contribuiria al agravamiento de
cuadros digestivos en el cerdo, lo que estaria relacionado
con la composicion de su flora intestinal (Matsubayashi et
al., 2015a). Particularmente, se observé que cerdos coin-
fectados con E. polecki (especificamente el subtipo ST3)
y la bacteria Lawsonia intracellularis (agente etiologico de
la enteropatia proliferativa porcina o ileitis (McOrist et al.,
1995)) presentaron cuadros severos de colitis ulcerativa,

mientras que cerdos infectados solo con L. intracellularis
presentaron una sintomatologia menos severa. Este ha-
llazgo condujo a la conclusion de que gran cantidad de
trofozoitos presentes en lesiones vy sitios ulcerados del in-
testino seria la mayor causa del agravamiento del cuadro y
no la infeccién por la bacteria (Matsubayashi et al., 2015b),
mostrando con esto el efecto amplificador de dafio que po-
dria tener este parasito en presencia de otros patdgenos.

Frente a lo expuesto y debido a que a) E. polecki tie-
ne la capacidad potencial de agravar cuadros intestinales
producidos por otros microorganismos en porcinos; b) no
hay reportes en el pais sobre esta parasitosis; c) la pro-
duccidn porcina es una actividad que se encuentra en cre-
ciente aumento en el pais (SENASA, 2014); y a efectos de
determinar si las condiciones de cria constituyen un factor
de riesgo para la transmision de E. polecki, se estudiaron
dos poblaciones de cerdos procedentes de sistemas pro-
ductivos diferentes. A nuestro entender, este es el primer
reporte de diagnostico y caracterizacion de E. polecki en
Argentina, en particular asociado a la produccion porcina.

MATERIALES Y METODOS

Por un lado, en 2011, se recolectaron heces de cerdos
(n=18) a través de un muestreo por conveniencia, en la zona
periurbana y en parajes aledafios al municipio de Misién
Nueva Pompeya (MNP, 24°55'36"S 61°28'48”0O; departa-
mento General Gliemes), provincia de Chaco. Los animales
no estaban confinados en corrales y circulaban libremente
por el peridomicilio y por el monte para procurar su alimento,
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tanto a partir de los desechos organicos familiares como de
frutos silvestres de leguminosas y raices del monte.

Por otro lado, en 2012 se recolectaron heces de cerdos
(n=10) de la estacion experimental del INTA de Marcos
Juarez (EEA-Marcos Juarez, 32°42’00”S 62°06°'00"0), pro-
vincia de Cérdoba. En este sistema productivo los anima-
les se encontraban confinados, generalmente en corrales,
disponian de controles sanitarios y eran alimentados con
dieta balanceada. Las muestras procedentes de ambas re-
giones fueron conservadas en recipientes plasticos a -20 °C
hasta su procesamiento.

Como paso previo a la deteccidn de quistes parasitarios,
una porcion de las muestras fue concentrada por un mé-
todo de centrifugacién que habitualmente se emplea en el
laboratorio (Duré et al., 2013). Al menos dos alicuotas, una
de ellas coloreada con solucion de Lugol, fueron inspec-
cionadas por microscopia Optica utilizando un objetivo de
40X. Para la extraccion de acidos nucleicos, una alicuota
de las heces fue congelada con nitrodgeno liquido y molida
en mortero (tres veces). El ADN fue extraido utilizando un
equipo comercial (QIAmp DNA stool de Qiagen), segun las
instrucciones del fabricante y conservado a -20 °C hasta su
utilizacion como templado para las reacciones de amplifi-
cacion por PCR.

Ademas y debido a que existen especies del mismo gé-
nero que poseen quistes idénticos al de esta ameba, se
propuso realizar el diagndstico molecular de E. polecki.
Para lo cual se disefié un par de cebadores especificos de
especie que hacen blanco en el gen ARN ribosomal 18S y
que contiene la region informativa que permite discriminar
entre diferentes subtipos de E. polecki (Stensvold et al.,
2011): Pol_F AGAAAGAGGAGGAAGCATG y Pol_R CC-
CAGTCATGTACACCTTTT.

El ensayo de PCR fue realizado en un volumen final de
50 pl conteniendo buffer 1X (Qiagen®), 15 mM de MgCl,, 2 mM
de dNTPs (Promega), 0,4 uM de cada cebador (Biodyna-
mics) y 0,5 U de Taq polimerasa (Qiagen®). Como templa-
do se utilizaron entre 250-300 ng de ADN gendmico. Las
condiciones de ciclado para la reaccién de amplificacién
fueron: 3 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos a 94 °C por
30 seg; 51 °C por 30 seg y 72 °C por 1 min, mas una ex-
tension final a 72 °C por 7 min. Los amplicones obtenidos

Figura 1. Quistes uninucleados similares E. polecki hallados en
las heces de los cerdos. Se observa la presencia de un solo nucleo
con cromatina periférica y cariosoma central. A400X. (Elaboracién
para la presente edicion).
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fueron extraidos de la mix utilizando un equipo comercial
(QlAquick PCR Purification Kit) segun las instrucciones del
fabricante y secuenciados en ambas direcciones en la Uni-
dad de Gendmica del Instituto de Biotecnologia (CICVYA,
INTA) por el método Sanger, utilizando BidDye Terminator
v3 y secuenciadores automaticos Genetic Analyzer 3500
x| (Applied Biosystems). La edicion de las secuencias y el
ensamblado de los contigs se realiz6 con el Software Vec-
tor NTI®. Para realizar la reconstruccion filogenética de los
aislamientos se utilizé el Software MEGA 5.05 (Kumar et
al., 2004; Tamura et al., 2004).

Se calcularon intervalos de confianza binomiales Agresti-
Coull 95% (IC) para las proporciones de heces infectadas
con E. polecki (Brown et al., 2001).

RESULTADOS

En el 60,7% (17/28) de las heces colectadas se detecta-
ron quistes uninucleados con caracteristicas morfologicas
compatibles con E. polecki: tamafos de los quistes com-
prendidos entre 8-15 um, presencia de un solo nucleo con
cromatina periférica y nucléolo central (figura 1).

El porcentaje de positividad fue mayor en las heces proce-
dentes de Marcos Juarez [70% (64%; IC 39-90)] que en las
de Misién Nueva Pompeya [55,5% (55%; IC 34-75)], aunque
esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

A partir de los fragmentos secuenciados pertenecientes
al gen 18S del ARN ribosomal se determiné la identidad a
través de la comparacion contra la base de datos de Gen-
bank usando BLASTn, de manera que se confirmd la pre-
sencia de E. polecki en 13 de las 17 muestras donde los
quistes fueron identificados.

A su vez, las secuencias nucleotidicas fueron utiliza-
das para analizar los polimorfismos entre las muestras y
establecer las relaciones filogenéticas que permiten cla-
sificar los diferentes subtipos de E. polecki, para lo cual
se utilizé el método de distancias Neighbor-joining dispo-
nible en el paquete MEGA 5.05. Se incorporaron al ana-
lisis otros aislamientos obtenidos de distintos hospede-
ros donde fueron identificados los distintos subtipos de
esta ameba (GenBank): cerdo (AF149913.1), humano
(FR686394.1, FR686392.1, FR686398.1, FR686400.1,
FR686357.1, FR686393.1, FR686395.1 y FR686397.1),
avestruz (E. struthionis; AJ566411.2) y primate (E. chattoni;
AF149912.1) (figura 2).

El analisis filogenético permitié clasificar diferencialmen-
te a los aislamientos estudiados, de manera que fue posi-
ble identificar dos grupos: E. polecki (ST1) y E. struthionis
(ST3) de acuerdo a datos previos (Stensvold et al., 2011).
Ningun aislamiento obtenido en este trabajo agrupé con E.
chatonni (ST2) o E. polecki (ST4).

DISCUSION

Este trabajo describe por primera vez la presencia de E.
polecki en cerdos procedentes de dos sistemas producti-
vos de nuestro pais. El disefio de un par de cebadores para
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Figura 2. Reconstruccion filogenética inferida por el método Neighbor-Joining a partir de secuencias parciales del gen ARN ribosomal
18S de E. polecki identificadas a partir de las heces de cerdos oriundos de Chaco (MJ; A)y de Cérdoba (MNP; A). Las secuencias res-
tantes fueron obtenidas de la base de datos GenBank. Se utilizaron 199 posiciones informativas (Bootstrap 1000 réplicas). (Elaboracion

para la presente edicion).

la amplificacion de los acidos nucleicos especificos de E.
polecki, propuestos aqui, permitié confirmar la identidad de
quistes detectados por microscopia optica en las heces de
los cerdos, como asi también identificar los subtipos del
parasito que se encuentran en circulacion.

Por un lado, dado que no existieron diferencias significa-
tivas en el niumero de positividad de las heces infectadas
de los animales procedentes de ambos sistemas produc-
tivos (MNP y MJ) inferimos que las condiciones sanitarias
de cada region no serian determinantes para la adquisicion
de esta parasitosis. Se ha observado que animales criados
en sistemas abiertos (sistema “plein air’) presentan menor
frecuencia de infeccion debido a que el ambiente actuaria
como factor de “dilucion” de los protozoarios excretados
(Giarratana et al., 2012). Sin embargo, este estudio mues-
tra que, aunque los animales de MNP son criados en un
sistema abierto, las condiciones higiénico-sanitarias en esa
region son deficientes y esto afectaria y contrarrestaria el
efecto del ambiente.

Por otro lado, el hallazgo de ST1y ST3 de E. polecki en
estos animales es relevante, debido a que estos subtipos

poseen una baja especificidad de hospedero, habiéndose
detectados ambos subtipos tanto en cerdos (Sus scrofa do-
mesticus) como en avestruces (Rhea americana) (Stens-
vold et al., 2011). En relacion con esto, en MNP se ha ob-
servado que tanto los cerdos como otros animales, entre
los que se encuentra el fiandu (Rhea americana), circulan
por los mismos sitios (monte y peridomicilio rurales) lo que
conllevaria, dadas las condiciones sanitarias, a la adquisi-
cion y persistencia de esta parasitosis en animales suscep-
tibles. En el caso particular del hallazgo de ST3, en ambas
poblaciones de cerdos (MJ y MNP), pone en alerta sobre
la posible afectacion de la salud de estos animales debido
a la potencialidad de esta ameba de magnificar el dafio
producido por otros patégenos. La deteccion de E. polecki
como potencial amplificador de dafio seria particularmente
importante en el “sindrome de diarrea posdestete” que se
manifiesta, en un principio, como un disturbio funcional del
intestino y luego se transforma en un cuadro infeccioso. En
tal sentido, se ha reportado recientemente el aislamiento
de gran cantidad de trofozoitos de E. polecki ST3 de ulce-
ras intestinales de cerdos infectados con L. intracellularis
que padecian cuadros diarreicos agudos (Matsubayashi
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et al., 2015b). Finalmente, los subtipos (ST4 y ST2) que
han sido asociado a infecciones en humanos y primates
(Stensvold et al., 2011) no fueron detectados en las mues-
tras analizadas.

En este contexto se desprende la necesidad de realizar
un seguimiento o control de la microbiota intestinal de es-
tos animales, dado que este tipo de ganado es susceptible
a diversas enfermedades infecciosas y parasitarias (Lai et
al., 2011; Nguyen et al., 2013; Schar et al., 2014; Solayma-
ni-Mohammadi y Petri, 2006), con el objetivo de advertir
en los cerdos posibles cuadros intestinales severos en los
que intervendria particularmente E. polecki ST3. Este tra-
bajo propone una herramienta molecular confiable que no
solo permite la deteccion e identificacion de E. polecki, sino
también permite identificar los subtipos de esta especie.
Ademas, se describe por primera vez la presencia de este
parasito en cerdos de establecimientos de produccion dife-
rencial en dos regiones argentinas.
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