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RESUMEN

Los protozoarios del género Giardia representan algunos de los
parasitos humanos mas comunes en el mundo y estan entre los
principales causantes de infecciones gastrointestinales y
enfermedades diarreicas en humanos. La deteccién del parasito se
fundamenta generalmente en los métodos por concentracién y
microscopia convencional, pero estas técnicas presentan
limitaciones por su baja sensibilidad e inespecificidad en el
diagnéstico. En procura de mejorar los métodos de diagnéstico, las
técnicas moleculares se perfilan como una alternativa promisoria.
En este estudio se analizaron 88 muestras de heces provenientes
de pacientes de una empresa prestadora de servicios de salud
(ASSBASALUD) de la ciudad de Manizales (Caldas). Para la
deteccion de Giardia lamblia en heces se compararon tres métodos
diferentes por medio del porcentaje de positividad: los métodos
convencionales de concentracion de la muestra y observacion
microscopica, analisis por inmunoensayo (ELISA indirecto) y
finalmente la amplificacion de dos secuencias génicas nucleares por
PCR. Se obtuvieron tres muestras positivas por concentracion y
microscopia convencional, dos por inmunoensayo y 26 por técnicas
moleculares. El estudio sugiere que las pruebas diagnosticas
rutinarias basadas en microscopia convencional e inmunoensayo,
tienen mas bajo porcentaje de deteccion de este parasito y que esta
deficiencia puede ser compensada por medio de la implementacién
de métodos de diagnéstico molecular basados en PCR, como una
estrategia complementaria de apoyo en el diagndstico de este
protozoo.
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COMPARISON OF CONVENTIONAL AND MOLECULAR
METHODS FOR DETECTION OF Giardia lamblia IN HUMAN
FEACES

ABSTRACT

The protozoa of the genus Giardia represent one of the most
common human parasites in the world and are among the main
causes of gastrointestinal infections and diarrheal diseases in
humans. Parasite detection is generally based on concentration and
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conventional microscopy methods, but these techniques have
limitations due to their low sensitivity and specificity in diagnosis. In
an attempt to improve the diagnostic methods, molecular techniques
are emerging as a promising alternative. In this study 88 stool
samples from patients of a company that provides health services
(ASSBASALUD) in the city of Manizales (Caldas) were analyzed. In
order to detect Giardia lamblia in stool, three different methods were
compared using the positivity percent: conventional methods for
concentration of the sample and microscopic observation, analysis
by immunoassay (indirect ELISA) and finally the amplification of two
nuclear gene sequences by PCR. Three positive samples were
obtained by concentration and conventional microscopy, two by
immunoassay and 26 by molecular techniques. The study suggests
that routine diagnostic tests based on conventional microscopy and
immunoassay have lower detection rate of this parasite and that this
deficiency can be compensated by means of the implementation of
molecular diagnostic methods based on PCR, as a complementary
strategy to support the diagnosis of this protozoan.
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INTRODUCCION

Las infecciones por parasitos intestinales constituyen un importante
problema de salud publica en todo el mundo por sus altas tasas de
prevalencia y amplia distribucién mundial, en particular en las
regiones tropicales y subtropicales de los paises en via de
desarrollo. Se estima que alrededor de 480 millones de personas
sufren de amebiasis y otras infecciones causadas por diversos
protozoos intestinales, incluyendo a Giardia lamblia, Entamoeba
histolytica, Cryptosporidium spp. y Cyclospora cayetanensis, entre
otros, que pueden causar diarreas autolimitadas en individuos
inmunocompetentes (WHO, 2002; Nufiez, 2004).

Los protozoarios del género Giardia son organismos unicelulares
binucleados, anaerobios facultativos que infectan la parte superior
del intestino delgado de muchas especies de vertebrados, entre
ellos el humano. En los paises desarrollados y en via de desarrollo
constituyen la causa mas frecuente de infeccion gastrointestinal
humana producida por protozoos parasitos, ocasionando
infecciones sintomaticas en aproximadamente 200 millones de
personas en Asia, Africa y América Latina, las cuales representan
alrededor de 50.000 nuevos casos al afo (Yason y Rivera, 2007;
Barrientos, Torrico y Suéarez, 2008).

El interés por este protista flagelado se ha incrementado a partir de
la segunda mitad del siglo XX, al ser reconocido como un patégeno
potencial por primera vez en 1962 (Paulino, 2005), debido a que el
hospedero infectado elimina el quiste de Giardia al medio ambiente
con las heces, y el hospedero susceptible contrae la infeccion por la
ingestion de estos a través de alimentos mal procesados o el agua
sin tratamiento adecuado (Fernandez y Diaz, 2003; Nufiez, 2004).
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Una de las técnicas de referencia mas utilizada en los laboratorios
para la deteccion de quistes de Giardia lamblia, es la observacion
directa bajo el microscopio utilizando el método por concentracién o
técnica de Ritchie (centrifugacion con formol-éter), debido
principalmente a su bajo costo y a la sencillez de la prueba. Sin
embargo, la identificacion por microscopia tradicional requiere
tiempo, experiencia, ademas de ser poco sensible e inespecifica, ya
que los quistes pueden confundirse con otros parasitos que
presenten morfologia semejante (Gonzalez et al., 1999; Izquierdo et
al, 2006).

La aplicacion de herramientas moleculares en los estudios de
Giardia ha permitido avanzar en el entendimiento de la biologia
basica de este protozoo. En varias partes del mundo se han
incrementado los esfuerzos para desarrollar mejores métodos que
permitan detectar Giardia en humanos, en diversos animales y en
muestras medioambientales, con miras a prevenir su difusion y a
mejorar el diagnéstico para un tratamiento adecuado y oportuno
(Caccio et al., 2003; Corinne, Amar y McLauchlin, 2003; Johnston et
al., 2010).

La utilizacion de técnicas de biologia molecular en los estudios de
parasitologia, ha permitido identificar la especie G. lamblia por
medio de la deteccion de polimorfismos en regiones especificas (loci
especificos) y no especificas (Random Amplification of Polymorphic
DNA, RAPD) del genoma de esta especie (Corinne et al., 2003;
Téllez, et al., 2003; Robertson et al., 2007; Gongalves et al., 2008).
Algunos genes, como los que codifican para la subunidad pequena
ribosomal y otros que codifican ciertas enzimas del metabolismo
basal, han demostrado gran especificidad para la caracterizacion de
este parasito (Monis et al., 1999; Caccio et al., 2003; Téllez et al.,
2003; Winkworth et al., 2008).

Teniendo en cuenta que la giardiasis es una enfermedad
gastrointestinal de humanos y otros animales, con un impacto
socioecondmico importante en todo el mundo, su deteccion y
diagnéstico certero cobran gran importancia para la prevencion,
vigilancia, control y tratamiento de la enfermedad, especialmente
cuando las técnicas microbiolégicas convencionales han sido muy
limitadas para lograr estos propositos (Molina et al., 2006).

Varios estudios sobre la prevalencia de la giardiasis en Colombia,
indican que esta puede estar en un valor de alrededor del 12% en la
poblacion general y del 28% entre nifios de 1 y 4 afios (Chaves et
al., 2007; Carmona, Uscategui y Correa, 2009; Medina et al., 2009).
Algunos estudios indican que para 1980 el 81,8% de las personas
en el pais se encontraban parasitadas, de éstas el 63% con
parasitos patogenos y 18% con parasitos no patégenos. Para la
zona central colombiana, que incluye el departamento del Quindio,
en 1980 se reporté una prevalencia de Giardia lamblia del 13,3% y
en el afno 2000 en nifos de asentamientos temporales post-
terremoto se encontré 60,4%, pero se desconoce la frecuencia
actual de parasitismo intestinal en la poblacién de nifios de
guarderias por fuera de estos asentamientos temporales, y su
relacion con el estado nutricional (Lora-Suarez et al., 2002).
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El objetivo de este estudio es comparar por porcentaje de pruebas
positivas tres métodos de diagndstico de la giardiasis: las técnicas
convencionales basadas en concentracidon y microscopia, las
basadas en inmunoensayo enzimatico (ELISA) y finalmente aquellas
basadas en los andlisis moleculares por medio de la amplificacion
por PCR del gen de la subunidad pequena ribosomal (SSU-ADNr) y
el gen de la enzima triosa fosfato isomerasa (TPI), todas ellas
aplicadas a la deteccién de Giardia lamblia en muestras de materia
fecal humana colectadas de pacientes adscritos a un servicio de
salud en la ciudad de Manizales (Caldas).

MATERIALES Y METODOS

En este estudio se analizaron 88 muestras, provenientes de materia
fecal de pacientes humanos que consultaron por enfermedad
diarreica al servicio de salud de la empresa prestadora de servicios
de salud (ASSBASALUD) de la ciudad de Manizales (Caldas),
durante los meses de junio a noviembre del afio 2010. Las muestras
se colectaron en frascos coprolégicos estériles, se rotularon y
almacenaron bajo refrigeracion en neveras de icopor
acondicionadas con pilas refrigerantes para garantizar una
temperatura de 4°C, y se transportaron al Laboratorio de Genética
de la Universidad de Caldas para su procesamiento. Las muestras
se sometieron a tres tipos de analisis. Primero por el método de
concentracion de Ritchie utilizando formol-éter; luego por
inmunoensayo enzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent
Assay), mediante el kit comercial Giardia Celisa de CELLABS ® y
finalmente por amplificacién por PCR de dos secuencias génicas
nucleares del parasito: gen de la subunidad pequefia ribosomal
(SSU-ADNr) y el gen de la enzima triosa fosfato isomerasa (TPI).

Deteccion de Giardia por concentracién (microscopia)

1 g de heces se homogenizé en 7 ml de formalina al 10% v/v. La
mezcla se filtré en gasa y se transfirié a un tubo cénico de centrifuga
marca Falcon de 14 ml de capacidad, y se aforé a un volumen de 10
ml con éter etilico, se homogenizé por inversion y se centrifugdé por
4 minutos a 1340 rpm. Cuidadosamente se recuperd la capa del
sedimento que contenia el concentrado del parasito, y una gota del
concentrado se depositd en lamina portaobjetos a la cual se le
agreg6 una gota de lugol parasitolégico, luego fue analizada con
microscopio 6ptico utilizando el objetivo de 40X.

Deteccidn de Giardia por inmunoensayo

Se utilizé el kit comercial para diagnéstico de Giardia Celisa de
CELLABS ® A, el cual utiliza antigenos de los quistes de Giardia
lamblia y anticuerpos monoclonales dirigidos contra dichos
antigenos ligados a una placa los 96 pozos. Luego se agrega un
anticuerpo policlonal conjugado con peroxidasa la cual al actuar
sobre el peroxido de hidrogeno y la 3,3’, 5,5-tetramethylbenzidine
(TMB) que actua como solucién cromogénica genera un cambio de
color proporcional a la concentracién de antigeno presente en la
muestra. En el procedimiento se incluyé un control positivo y uno
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negativo, para el primero se afadid una gota del antigeno de
Giardia provisto por el fabricante del kit de deteccion. Para el control
negativo se anadieron dos gotas del diluyente, y en los pozos
restantes se adicionaron dos gotas del diluyente y una gota de la
muestra de materia fecal diluida, se homogenizé y se dejo incubar a
temperatura ambiente durante una hora. El contenido de los pozos
fue descartado y cada uno se llené con el buffer de lavado provisto
por el fabricante del kit, para garantizar por completo la remocion de
moléculas no unidas. Este paso se repitio tres veces.
Posteriormente, se afiadid el anticuerpo secundario conjugado y se
dejo incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Nuevamente se realizd un lavado con el buffer provisto por el
fabricante del kit, se agregd el sustrato con el TMB y se incubd
durante 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Se
mezcld 2 o 3 veces el contenido de los pozos y se observo la
aparicion del color azul. Luego de la incubacion se agregé a cada
pozo una gota de solucion de parada, en este procedimiento se
generd un cambio de color azul a amarillo cuando los resultados
fueron positivos. Por ultimo, se midié la absorbancia en un rango de
450 nm en el espectrofotdmetro Nano Vue (General Electric - serie
110482), segun el fabricante del kit, se consideré que una muestra
era positiva cuando los valores de la absorbancia fueron = de 0,15.
Las muestras fueron analizadas por triplicado en el mismo ensayo.

Deteccion de Giardia por métodos moleculares de
amplificacion por PCR

Se usaron 200 ul de la muestra concentrada en tubos de 1,5 ml
para realizar una serie de tres lavados con 200 pl de agua
desionizada y 200 pl de buffer salino fosfatado (PBS 1X, pH 7,0),
mediante centrifugacion a 1500 g durante 10 minutos. Se realizé la
extraccion de ADN de las 88 muestras, por el método fenol-
cloroformo- alcohol isoamilico (25:24:1) (Gongalves et al., 2008),
cada muestra se procesd individualmente en camara de
bioseguridad clase IIA.

Para evitar interferencias en el diagndstico individual, al iniciar cada
jornada de trabajo, se realiz6 la extraccion de una muestra control,
libre de parasitos, que permitia corroborar las condiciones del area
de trabajo y la pureza de los reactivos. La cantidad y la calidad del
ADN extraido, se determind por electroforesis (Sanguinetti, Dias y
Simpson, 1994) y también con la ayuda del espectrofotémetro Nano
Vue a una absorbancia de 260/280 nandmetros.

Los analisis moleculares correspondieron a la amplificacion por PCR
de dos secuencias génicas nucleares comunmente utilizadas como
identificadoras del parasito, la subunidad pequefa ribosomal (SSU-
ADNr) y el gen TPI (triosa fosfato isomerasa) (Sulaiman et al.,
2003). Se utilizo la técnica de PCR anidada con el fin de maximizar
la posibilidad de deteccion de ADN gendmico y con ello incrementar
la sensibilidad de la prueba. Para la PCR se usaron cuatro juegos
de cebadores, dos para cada uno de los genes: AL4303 - AL4305,
AL4304 - AL4306, AL3543 - AL3546 y AL3544 - AL3545 (Tabla 1),
la especificidad de cada uno de los cebadores se evalud con la
herramienta “nucledtide blast” disponible en linea
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/).
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Tabla 1. Secuencias de los iniciadores de PCR utilizados en las prugbas moleculares.

Gen einiciador® Secuencia

Gen 35U-ADNr

ALA4303 ATCCGGTCGATCCTG CCG

AL43DE AGGATCAGG GTTCGACT

AL4304 CGGTCGATCCTG CCG GA

AL430E GGCCCAGGATCAGGGT

GenTRI

AL3R43 ASATIATGCCTGCTCGTC G

AL 3548 CAAACC TTITCC GCAALC C

AL 344 CCCTTCATC GGIGETAACTT

AL3E4E GTGGLCCACCACICCCGTG CC
“5 35 publicadss por Sulaman =t 3. (20032). Pars cads gen 5= utilzsron

Los productos de amplificacion se separaron en geles de agarosa al
0,6% bajo condiciones de voltaje constante de 100 V y coloreados
con bromuro de etidio. Para mejorar la resoluciéon de las bandas
también se utilizaron geles verticales de poliacrilamida al 6%
coloreados con nitrato de plata (Sanguinetti et al., 1994; Robertson
et al., 2007).

RESULTADOS

Se analizaron en total 88 muestras de materia fecal humana
procedentes de pacientes que consultaron con sintomas de
enfermedad diarreica a la empresa prestadora de servicios de salud,
y se compard el porcentaje de pruebas positivas mediante tres
métodos diagndsticos: concentracién (microscopia), inmunoensayo
(ELISA) y molecular (PCR de los genes SSU-ADNr y TPI).

Empleando el método convencional de concentracion de muestra y
microscopia optica, se pudo comprobar que los quistes de Giardia
tenian forma redonda-ovalada con un tamafo aproximado de 8 a 12
micrometros de diametro y una coloracion citoplasmica ambar
positiva con el reactivo de lugol, lo cual concuerda con la
descripcién sefalada en otros estudios (Beaver, Jung y Cupp, 1984;
Adam, 2001; Inpankaew et al., 2007; Molina, 2009). En las placas
montadas para microscopia también fue posible observar la
presencia de otros microorganismos parasitarios, como por ejemplo
Escherichia coli, Entamoeba histolytica y levaduras.

El ADN obtenido mostré6 buena calidad segun el analisis
espectrofotométrico. Durante la amplificacion de dos genes
nucleares por PCR, la mayoria de las muestras positivas exhibieron
tamafios acordes con lo reportado en la literatura (Figura 3). Sin
embargo, para el gen nuclear SSU-ADNr, amplificado mediante los
cebadores AL43 y PCR anidada, en 14 muestras del total
analizadas se observaron productos de amplificacion cuya
estimacion esta alrededor de 180 pb (Figura 4), lo cual difiere de lo
reportado en otros estudios con Giardia para este marcador
(Sulaiman et al., 2003).
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Figura 3. Deteccidon de Giardia lamblia mediante dos marcadores moleculares. A: Productos
de PCR anidada con cuatro iniciadores AL43 para la subunidad pequenia ribosomal (551U-
ADMNr) B: Productos de PCR anidada con cuatrainiciadores AL3S para el gen triosa fosfato
isomerasa (TFI). Enambos geles los carriles denotan: MF: marcador de peso maolecular; CR:
control de reaccion, CP: control positive, CM: control negative.
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Figura 4. Deteccion de un alelo de 180 pb para &l gen SSU-ADNr. Froductos de PCR
anidada con cuatroiniciadores AL42 para la subunidad pequefia ribosomal. Las condiciones
de FCR v de electroforesis fueron las mismas en todos los casos a lo largo del estudio. 58
apracia un alelo atipico para este gen con un peso de 180 pb aproximadamsnts. MP;
marcador de pesc molecular, CR: control de reaccion, CP: control positive, CM: control
negativo. Los cariles numearados del 1 al 5 contienen ampliconas procedentes de huéspedes
humanaos.

Por concentracion y microscopia convencional en total se obtuvieron
tres muestras positivas para Giardia lamblia (Figura 1). Por el
método de inmunoensayo por ELISA se obtuvieron dos muestras
positivas (Figura 2). Finalmente, por el método de amplificacion
génica por PCR de dos loci nucleares del parasito (SSU-ADNr y
TPI) se obtuvieron 26 muestras positivas (Figura 3). Los resultados
de los tres ensayos se resumen en la Tabla 2.
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Figura 1. Qluistes de Giardia iamblia. Se presentan dos muestras positivas diferentes que
proceden del método de concentracion. La visualizacion s& realizo con un microscopio optico
convencional utilizando un aumento de 40X, En circulos rojos s& sefialan algunos parasitos
tipicos de Giardia lamblia.

Figura 2. Resultados del inmuncensavo (ELISA) para la deteccion de Giardis lamblia. El
pozo A1 musestra el control negativo, el pozo B1 muestra el contral positivo v el pozo ES
corresponde a una muestra positiva debido a que produce un cambio colorimetrico de azul a
amarille para las muastras positivas.

Las mismas muestras que resultaron positivas por el método
convencional de concentracion y microscopia, también lo fueron por
el de inmunoensayo (ELISA) y por el de amplificacion de dos genes
nucleares por PCR.

DISCUSION

Tanto el método convencional de diagndstico de la giardiasis por
concentracion de la muestra y microscopia, como el de
inmunoensayo por ELISA, presentaron bajo nivel de deteccién para
la deteccion del parasito en heces humanas, comparados con los
métodos moleculares basados en la amplificacion por PCR de dos
genes marcadores, la subunidad ribosomal pequefa (SSU-ADNr) y
la triosa fosfato isomerasa (TPl). Es notablemente mayor el
porcentaje de diagndsticos positivos (29,6% del total de muestras),
comparado con las detecciones logradas por los otros dos métodos;
3,4% por microscopia convencional y 2,3% por inmunoensayo tipo
ELISA (Tabla 2).
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Tahla 2. Forcentajes de positividad/negatividad de tres métodos de deteccion de Giardia

fambiia

©Universidad de Caldas

Método diagnéstico Muestras* (nimero y %)
bl

Fositivas Hegativas
Convencional 3(3,4%) 55 (35,56%)
Inmunoensayo 2(2,3%) 56 (97, 7%)
PCR 25(23,6%) 52 (70,4%)
lz= musst=s gue resulisron porithas por los metodos convencional e inmunoensayo, tambisn ko fusron por 2l matodo

Estos resultados se pueden comparar con lo obtenido en otros
estudios (Corinne et al., 2003; Braga y Catapani, 2005; Inpankaew
et al., 2007; Miller y Sterling, 2007), los cuales reportan que los
métodos de observacion de quistes al microscopio y el diagndstico
del parasito por la técnica de inmunoensayo por ELISA, fueron
menos eficientes comparados con el diagnéstico molecular
utilizando amplificacién génica por PCR. En el trabajo de Miller y
Sterling (2007) los frotis se tifieron por inmunofluorescencia y los
quistes fueron confirmados en tres de las ocho muestras, pero en
una cantidad minima de dos a cuatro quistes por cada una, mientras
que por el método molecular se detecto la presencia de Giardia en
la totalidad de ellas.

Se debe mencionar que el método de inmunoensayo tiene algunos
aspectos que limitan su aplicacion, pues requiere de una correcta
recoleccion y conservacion de la materia fecal; ademas, se puede
ver afectado por las técnicas de concentracion utilizadas y el tiempo
transcurrido desde la infeccion hasta la aparicion del parasito en
heces, el cual puede ser de dos a tres semanas; por lo que suelen
darse falsos negativos en los estadios iniciales de la misma o en el
caso de pacientes con patrones de excrecidon bajos, en los que la
deteccién o confirmacion de la infeccion puede requerir el andlisis
de dos a tres muestras semanales durante cuatro a cinco semanas.

En los resultados de amplificacion por PCR del gen SSU-ADNr se
observé que en 14 muestras analizadas existe un producto de
amplificacion aproximado de 180 pb (Figura 4). Por su parte otro
estudio también report6é un producto de amplificacion en este gen de
tamafo diferente al esperado (Inpankaew et al., 2007). En dicho
estudio también se utilizaron los mismos iniciadores AL43 para el
gen SSU-ADNr, y el amplicon tenia un tamafio de 300 pb,
excediendo hasta en 45 pb lo reportado por los demas autores.
Todo esto sugiere, entre otras opciones, la presencia de un biotipo
desconocido hasta ahora de Giardia lamblia presente en heces
humanas en la poblaciéon estudiada. Otras opciones incluyen la
posibilidad de amplificaciones inespecificas relacionadas con otros
protozoarios asociados a la microbiota humana, como por ejemplo
Chilomastix, Entamoeba o Trichomona, entre otros.

Este resultado puede dar lugar a la realizacion de nuevos estudios,
que pueden incluir métodos para la determinacion de la sensibilidad
y especificidad de las pruebas, incluso a través de la secuenciacion
de ADN para determinar con mayor precision las nuevas variantes
genéticas que pueden existir en poblaciones humanas poco
estudiadas, como es el caso de Manizales.
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Estos hallazgos sugieren que estos marcadores moleculares
pueden ser objeto de una variacion alélica importante entre
aislamientos de la misma especie del parasito, un fendbmeno que
puede ser aprovechado como una herramienta eficiente para la
tipificacion molecular de genotipos variables del parasito, la
realizacion de estudios de zoonosis potenciales (de riesgo) y la
comprension de las relaciones que deben existir entre el perfil
genético de los aislados, las manifestaciones clinicas y la respuesta
a los tratamientos. Todo lo cual conduce a la planeacion de mejores
estrategias de manejo, control y prevencion de la giardiasis y una
mejor comprension de las dinamicas que gobiernan su
epidemiologia.
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