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RESUMEN

La identificacion de alteraciones en la composicidn de la microbiota intestinal asociada a la
presencia de parasitos ha sido un foco de atencion de investigaciones por su importancia
en procesos fisioldgicos y de productividad animal. Dentro del campo de las relaciones
hospedero-pardsito, muchos estudios han sugerido que los helmintos pueden incidir sobre
la composicion microbiana debido a su efecto inmunomodulador. La fascioliasis bovina es
una helmintiasis ampliamente estudiada en el campo de la inmunologia, pero con poca
informacién en el campo de la investigacién de interacciones hospedero-helminto, por lo
que se desconoce su impacto sobre las comunidades microbianas. Por esta razén, este
estudio se dirige a describir la composicion de la microbiota intestinal de bovinos Holstein
parasitados por Fasciola provenientes del altiplano cundiboyacense colombiano, a través
de un enfoque de secuenciacidén de nueva generacién de amplicones de los genes ARNr-
16S para procariotas y ARNr-18S para eucariotas. Para esto, se recolectaron 65 muestras
fecales de bovinos Holstein provenientes de plantas de beneficio animal. Encontramos
reduccion en la abundancia relativa de Bacteroidetes y Ascomycota en las muestras de
bovinos infectadas con el pardsito, asi como disminucién en abundancia relativa de
taxones comensales asociados a procesos de fermentacion y digestion. Adicionalmente, se
encontraron correlaciones positivas entre microorganismos que presentaron reducciones
en abundancias relativas en las muestras positivas para Fasciola, lo cual se asocid a
pérdida de peso consistente con el fenotipo de un bovino infectado por este pardsito. Por
lo anterior, se concluyd que la infecciéon por Fasciola disminuye la capacidad de digerir
material vegetal como consecuencia de la reduccién en la abundancia de taxones
encargados de esta funcién. Estos hallazgos proveen una base para futuras investigaciones
sobre el desarrollo de tratamientos dirigidos a la modulacién de estas poblaciones
microbianas implicadas en la infeccién.
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1. INTRODUCCION

La microbiota intestinal en especies de interés veterinario ha sido foco de atencién de
investigaciones por estar implicada en procesos fisiolégicos tales como la nutricién, salud
y productividad animal (Durso et al., 2010). En bovinos, los microorganismos presentes a
nivel gastrointestinal son responsables de la degradaciéon de celulosa y produccion de
acidos grasos volatiles como acetato, butirato y propionato; los cuales contribuyen a mas
del 70% de energia en el animal (Holman et al., 2019; Jami & Mizrahi., 2012). De esta
manera, la conservacién de poblaciones microbianas comensales es de vital importancia
para el mantenimiento de un estado de homeostasis del individuo. No obstante, la
estructura microbiana puede verse alterada por factores intrinsecos y extrinsecos. Dentro
de estos, la dieta, la genética del hospedero, la edad, el estado de salud e infecciones
previas pueden llegar a modular la composicién microbiana (Castillo-Lopez & Dominguez-
Ordodiiez., 2019). Adicionalmente, recientes investigaciones sugieren que los helmintos
también pueden alterar la composicion de la microbiota intestinal por su efecto
inmunomodulador (Partida et al., 2017; Cortés et al., 2020a; Jenkins et al., 2018). Por esta
razén, la atenciéon de la comunidad cientifica se ha centrado al entendimiento de los
factores que pueden alterar las poblaciones microbianas y en particular, en los
mecanismos por los cuales los helmintos interactdan con la microbiota intestinal (Cortés
etal., 2020a).

No obstante, la mayoria de estudios se han enfocado en hospederos humanos vy
modelos murinos, lo cual ha dejado de lado especies de interés veterinario en las que se
reporta gran cantidad de helmintiasis. Por ejemplo, pese a la importancia econémica de
los rumiantes, a la fecha Unicamente se tiene conocimiento de cuatro estudios en los
cuales se ha evaluado el impacto de helmintos gastrointestinales en la composicién de la
microbiota (Li et al., 2011; Li et al., 2016., El-Ashram et al., 2017; Cortés et al., 2020b);
cada uno dirigido a diferentes hospederos y parasitos. Esto, sumado a la falta de consenso
sobre la fuente de muestra del animal y el tipo de técnica empleada para la evaluacién de
la microbiota, dificulta la comparacion de resultados entre estudios. Asimismo, todas las
investigaciones se han centrado en el papel de helmintos intestinales, descuidando el
efecto de helmintos extra intestinales que, como parte de un mismo sistema, interactdan
afectando el funcionamiento entre ellos (Cortés et al., 2019b; Cortés et al., 2020a).

La fascioliasis bovina es una enfermedad veterinaria responsable de grandes pérdidas
econdmicas por su alta prevalencia a nivel mundial (Palacios et al., 2019). Es causada por
helmintos del género Fasciola, los cuales viven y se reproducen sexualmente en los
conductos biliares de mamiferos, generalmente bovinos (Shaimaa et al., 2018; Marcilla et



al., 2002). Asi, los dafios producidos en estos animales corresponden principalmente a
lesiones en el parénquima hepatico (Cafiete et al., 2014) que generan disminucion de
peso, anemia, fertilidad reducida, deficiencia de hasta el 15% en la produccién de leche y
menor capacidad de trabajo en los bovinos infectados (Sierra et al., 2018; Mahami et al,,
2011). Ademas, es responsable de altos costos en tratamientos antihelminticos y pérdidas
por decomiso de higados en plantas de beneficio animal (Molina-Hernandez et al., 2015;
Molloy et al., 2005; Palacios et al., 2019).

En Colombia se estiman pérdidas anuales por fascioliasis bovina de mas de USS 12.483
en las regiones de Antioquia, Boyaca, Cundinamarca, Narifio y Santander (Pereira et al.,
2020; Becerra, 2001; Orrego et al., 2006). Adicionalmente, algunos estudios apuntan a
gue las regiones ganaderas de clima frio como Boyacd y Cundinamarca son endémicas
para la enfermedad por ser lugares que favorecen el ciclo de vida del parasito (Pinilla et
al., 2019). De esta manera, Giraldo-Forero y colaboradores (2016) reportan una
seroprevalencia de fascioliasis bovina de 39.4% en Cundinamarca, mientras Pereira y
colaboradores (2020) apuntan a una frecuencia de infeccion del 23% en la regién de
Boyac3; siendo entonces un helminto con altas implicaciones econdmicas y veterinarias
para estos departamentos. Sin embargo, pese a ser un pardsito de gran interés, las
investigaciones en Fasciola se han centrado en su capacidad inmunomoduladora, por lo
gue se desconocen las implicaciones sobre otros componentes del sistema hospedero-
helminto, particularmente la microbiota intestinal. Por esta razén y atendiendo a la
necesidad de identificar predictores de los efectos y consecuencias para la salud del
hospedero bovino (Ajibola et al., 2019), el presente estudio tuvo como objetivo describir
la composicion de la microbiota intestinal de bovinos Holstein parasitados por Fasciola
spp. en el altiplano cundiboyacense colombiano a través de un enfoque de secuenciacién
de amplicones del ARNr-16S y -18S. Asi, planteamos la hipdtesis que la microbiota
intestinal de bovinos puede ser alterada como consecuencia de la infeccién por Fasciola;
de esta manera, no solo se producirian afectaciones a nivel de la salud bovina por dafio
hepatico, sino también por perturbaciones en la microbiota intestinal.

2. METODOLOGIA

2.1. Recoleccion de muestras e identificacion de Fasciola

Para el presente estudio se emplearon un total de 65 muestras fecales de bovinos de
raza Holstein provenientes de plantas de beneficio animal localizadas en el altiplano
cundiboyacense colombiano. Inicialmente, se revisé la presencia de adultos o huevos de
Fasciola en contenido biliar in situ. Luego, se tomaron muestras fecales y de suero
sanguineo las cuales fueron transportadas al laboratorio del Grupo de Investigacion en
Medicina Veterinaria y Zootecnia (GIDIMEVETZ) de la Universidad Pedagodgica y
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Tecnolégica de Colombia (UPTC) para los respectivos analisis parasitoldgicos. Dichos
analisis consistieron en el diagndstico microscépico de huevos de Fasciola en materia
fecal, asi como la identificacién de otros helmintos y/o protozoarios que pudiesen
encontrarse en coinfeccion con Fasciola (Tabla S1). Adicionalmente, con el fin de
confirmar la exposicion al parasito en las muestras a analizar, se realizé una ELISA in house
con antigeno propio a partir de las muestras de suero sanguineo. De esta manera, se
consideraron positivas las muestras en las cuales se demostrd la presencia de la forma
adulta y/o huevos del parasito en contenido biliar, heces o en su defecto, los positivos
para IgG en ELISA (Salimi et al., 2005). Asi pues, se emplearon 30 muestras positivas y 35
negativas para el andlisis por estado de infeccién (Tabla S1). Finalmente, una vez
realizados los analisis parasitolégicos y seroldgicos, las muestras fecales fueron enviadas a
las instalaciones del laboratorio de microbiologia de la Universidad del Rosario, donde
fueron almacenadas en etanol al 70% a -30°C hasta la extraccion de ADN.

2.2. Extraccion de ADN y preparacion de las librerias

El ADN gendmico fue extraido de las 65 muestras fecales usando el Stoo/ DNA isolation
Kit (Norgen, Biotek Corporation) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion de ADN extraido se evalud haciendo uso del espectrofotémetro NanoDrop
ND-1000; mientras que la calidad e integridad se evalud a partir de electroforesis en gel
de agarosa al 1%. Para las muestras a analizar, se tomaron como parametros minimos:
concentraciéon de ADN de al menos 30 ng/uL y calidad por radio 260/280 de 1.7-2.
Posteriormente, se generaron amplicones de la regién hipervariable V4 de los genes del
ARNr-16S y -18S usando los primers 515F-806R (Liu et al., 2020) y 528F-706R (Bozorov et
al., 2019) para los cuales se generaron fragmentos de 150 pb y 350 pb, respectivamente.
Los ciclos de PCR se realizaron con el siguiente perfil térmico: denaturacién inicial a 98°C
por 1 min seguida de 30 ciclos de denaturacién a 98°C por 10s, alineamiento a 50°C por
30s, extension a 72°C durante 60s y extension final a 72°C por 5 min. Estos productos de
PCR fueron enviados a secuenciacién por lllumina MiSeq paired-end hasta alcanzar una
profundidad cruda minima de 30.000 lecturas por muestra.

2.3. Asignacion taxonomica y andlisis bioinformatico

Se realizé un control de calidad de la secuenciacién obtenida haciendo uso de FASTQC
y MULTIQC (Wingett & Andrews., 2018; Ewels et al., 2016). En el mismo sentido, se usaron
curvas de rarefaccion para corroborar que la profundidad de secuenciacién fuese
suficiente para abarcar la diversidad microbiana en cada muestra (Fig. S1 y S2).
Posteriormente, las lecturas de secuenciacién de Illumina demultiplexadas de extremo
emparejado se importaron a DADA2 (Callahan et al., 2016) donde se generd una tabla de



variantes de amplicones (ASVs), un término andlogo a las unidades taxondmicas
operaciones (OTU), donde cada variante de secuencia se considera Unica incluso si difiere
con otra por un solo nucledtido (Callahan et al., 2017). Luego, se hicieron las asignaciones
taxondmicas a partir de las ASVs encontradas, haciendo uso de las bases de datos SILVA
v136 (Balvociuté & Huson., 2017) vy Protist Ribosomal Reference database (PR2) v4.12.0
para el andlisis de las secuencias del 16S y 18S (Guillou et al.,, 2012), respectivamente.
Adicionalmente, se emplearon bases de datos construidas in house a partir de secuencias
representativas de cada marcador molecular registrado en GenBank para hacer la
asignacion taxonémica de secuencias no identificadas por SILVA y PR2. Una vez realizadas
las asignaciones taxondmicas, las secuencias se analizaron desde el pipeline de DADA2 en
Rstudio (paquetes Phyloseq y Vegan) donde se hicieron los andlisis de diversidad alfa y
beta (McMurdie & Holmes., 2013). Tras la construccién del objeto Phyloseq en Rstudio, se
generd una tabla con las ASVs asignadas a nematodos por SILVA, PR2 y BLAST con las
respectivas abundancias relativas. De esta manera, se consideraron positivas para
coinfecciones por nematodos las muestras en las que se identificé la presencia de ADN del
parasito con una abundancia relativa de al menos 10% respecto al total de reads.
Finalmente, se generd un andlisis de correlaciones entre ASVs correspondientes géneros
bacterianos y ASVs pertenecientes a géneros eucariotas de acuerdo al estado de infeccion.

2.4. Andlisis estadistico

Se empled un analisis no supervisado de coordenadas principales (PCoA) basado en el
indice de disimilitud de Bray-Curtis para agrupar las muestras por estado de infeccion.
Adicionalmente, se investigd la asociacién entre la composicion de la microbiota y el
estado de infeccion mediante un andlisis multivariado de la covarianza (MANCOVA)
utilizando matrices de distancia (Adonis) en Rstudio. Los analisis de diversidad alfa se
evaluaron a partir de los indices de diversidad de Shannon, Simpson y la riqueza
observada a partir de las ASVs obtenidas por muestra. Para las comparaciones por
abundancias relativas de taxones pertenecientes a la microbiota intestinal entre estados
de infeccion, se empled la Prueba U de Mann-Whitney. En cuanto al anadlisis de
correlaciones, dado que se realizaron comparaciones multiples, se empled una correccién
de Benjamini-Hochberg a fin de reducir la tasa de errores de tipo | o falsos positivos. La
significancia empleada para todas las pruebas estadisticas fue de 0,05.

3. RESULTADOS
3.1. Procesamiento de las lecturas

Se identificé un total de 49.570 ASVs usando secuenciacién de ultima generacion
sobre el amplicdn del gen del ARNr-16S desde el ADN extraido de las muestras fecales de
los bovinos estudiados. Estas ASVs fueron asignadas a 382 géneros bacterianos y 4



géneros de Archaeas correspondientes a Methanobrevibacter, Candidatus
Methanogranum, Methanocorpusculum, Methanosphaera. En cuanto a las muestras
amplificadas para el gen del ARNr-18S, se obtuvieron 4.802 ASVs las cuales se filtraron
considerando taxones que carecian de sentido bioldgico para el estudio (Tabla. S2). De
esta manera, se emplearon 3555 ASVs para el analisis en Rstudio. Luego, se generaron
curvas de rarefaccion para cada marcador molecular, las cuales mostraron que la
profundidad de secuenciacion fue suficiente para evidenciar la diversidad tanto de
comunidades procariotas como eucariotas (Fig. S1y Fig. S2).

3.2. Abundancias relativas de procariotas por estado de infeccion.

Los phyla Firmicutes (52.1%), Bacteroidetes (21%) y Actinobacteria (12.9%) fueron
los mas abundantes en todas las muestras (Fig. 1A), seguidos de Proteobacteria (6.1%),
Euryarchaeota (2.68%), Patescibacteria (1.8%) y Cyanobacteria (0.5%). Para cada uno de
ellos, se evaluaron diferencias estadisticas por estado de infeccién, encontrando que sélo
el phylum Bacteroidetes presentaba reducciones significativas en las muestras de bovinos
infectados por el parasito (test de Mann-Whitney-Wilcoxon, p-value: 0,0266). A un nivel
taxondmico inferior, se generd un heatmap con las familias mas representativas del
phylum Bacteroidetes (Fig. 2A) a fin de determinar dénde se estaban presentando estos
cambios. Encontramos que las familias mas abundantes dentro de este phylum
correspondian a Bacteroidaceae, Rikenellaceae, Muribaculaceae y Prevotellaceae; sin
embargo, en los bovinos infectados por Fasciola, se encontré6 menor proporcion de
Bacteroidaceae (test de Mann-Whitney-Wilcoxon, p-value: 0,04716) y Rikenellaceae (test
de Mann-Whitney-Wilcoxon, p-value: 0,03639) comparado con los bovinos no infectados
por Fasciola. Asimismo, evaluamos cambios a nivel de abundancias relativas para el
phylum Firmicutes. En este, comparamos las ASVs correspondientes a las familias mas
abundantes entre estados de infeccién. Encontramos que Lachnospiraceae,
Peptostreptococcaceae y Carnobacteriaceae eran las familias con las abundancias
relativas mds altas para ambos grupos de infeccién (Fig. S3); sin embargo, solo en estas
dos ultimas se encontraron diferencias estadisticamente significativas con reduccién en el
caso de Carnobacteriaceae (test de Mann-Whitney-Wilcoxon, p-value = 0,04138) y
aumento para el caso de Peptostreptococcaceae (test de Mann-Whitney-Wilcoxon, p-
value = 0,009438) en el grupo de bovinos infectados. Finalmente, llamé la atencién un
incremento en la abundancia relativa de las ASVs pertenecientes al phylum Proteobacteria
de algunas muestras del grupo de bovinos colonizados por Fasciola (Fig. 1A) que, respecto
a los bovinos no infectados, no era estadisticamente significativo (test de Mann-Whitney-
Wilcoxon, p-value: 0,1817). Ademas, este patrén no se presentaba en todas las muestras
positivas, por lo cual realizamos un boxplot contrastando el método de identificacion
empleado (Fig. S4). Encontramos diferencias estadisticamente significativas en la



abundancia de Proteobacteria entre muestras positivas en las que se pudo evidenciar la
presencia del parasito por observacion (estadio adulto y/o huevos) y ELISA (p-value:

0,00561).
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Fig. 1. Abundancias relativas de los phyla procariotas (A) y las clases de eucariotas (B) mas representativos
de la microbiota intestinal de bovinos sanos e infectados por Fasciola. Para el 16S, la categoria
“otros” contuvo los phyla Acidobacteriota, Campilobacteriota, Chloroflexi, Cyanobacteria,
Deinococcota, Dependentiae, Desulfobacteroidota, Elusimicrobiota, Fibrocateriota, Fusobacteriota,
Gemmatimonadota, Halabacterota, Myxococcota, Nitrospirota, Synergistota, Thermoplasmatota;
mientras para el caso del 18S se incluyeron las clases Apusomonadidae, Bicoecaea,



Bastocladiomycota, Breviatea, Chlorophyta, Choanoflagellatea, Coccidiomorphea, Colpodea,
Colpodellidea, Colponemea, Cryptomycota, Dictyochophyceae, Euglenozoa, Filosa,
Gregarinomorphea, Heterolobosea, Hyphochytriomyceta, Ichthyosporea, Jakobida,

Labyrinthulomycetes, Litostomatea, Lobosa, Mucoromycota, Mycetozoa, Nassophorea, Nematoda,

Oligohymenophorea, Oomycota, Opalinata, Palmophyllophyceae, Plathelmintes, Spirotrichea,

Syndiniales, Tubulinea, Variosea y Zoopagomycota.

Posteriormente, comparamos las muestras por estado de infeccién en términos de
diversidad a partir de la riqueza observada y los indices de Shannon y Simpson (Fig. 2B). El
analisis identificd reducciones estadisticamente significativas en riqueza (indice de
Shannon p-value: 0,00014) y dominancia (indice de Simpson p-value: 0,00085) de
microorganismos procariotas pertenecientes al grupo de bovinos infectados por Fasciola.
Este patron posiblemente asociado a la disminucién encontrada a nivel de miembros
microbianos pertenecientes a los phyla Bacteroidetes y Firmicutes.
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Fig. 2. Heatmap de abundancias relativas a nivel de Familia para el phylum Bacteroidetes (A) y para la clase
Ascomycota (C) entre bovinos infectados por Fasciola y bovinos sanos y (B) diagrama de caja para indices de
diversidad de Shannon, Simpson y Observada para procariotas (B) y eucariotas (D) que distinguen entre
bovinos sanos e infectados por Fasciola.



3.3. Abundancias relativas de eucariotas por estado de infeccion.

El andlisis de abundancias relativas mostré que la mayor proporcidon detectada
correspondia a la divisién Ascomycota (25.9%) seguida de Basidiomycota (10.3%),
Chytridiomycota (2-8%), Colpodea (2.1%) y Mucoromycota (1.4%) (Fig. 1B). Sin embargo,
s6lo en Ascomycota se observé cambios estadisticamente significativos, con reduccién en
el grupo de bovinos parasitados por Fasciola (test de Mann-Whitney-Wilcoxon, p-value:
0,01007). Por esta razén, comparamos las abundancias entre estados de infeccién para las
cinco familias mas representativas de esta clase. Dichas familias correspondieron a
Leotiomycetes, Dothideomycetes, Sordariomycetes, Saccharomycetes y Eurotiomycetes
(Fig. 2C), donde en todas ellas se estaba dando una reduccion estadisticamente
significativa a excepcion de Leotiomycetes, donde se observd incremento en el estado
infectado (Fig. 2C). Posteriormente realizamos comparaciones en abundancias relativas
para grupos taxondmicos que se encontraban en menor proporcién entre grupos de
infeccion. De esta manera, se identificaron 28 ASVs correspondientes a las clases
protozoarias Acantharea, Choanoflagellatea, Coccidiomorphea, Colponemea, Euglenozoa
y Lobosa. Asimismo, se recuperaron 4 ASVs asignadas a Ostertagia ostertagi,
Diplogasteroides sp, Monhystera paludicola y Punctodora ratzeburgensis (Tabla S1).
Finalmente, en términos de diversidad, se observé que el grupo de bovinos infectados por
Fasciola presentaba reduccion en riqueza y dominancia de miembros microbianos
eucariotas (Fig. 2D) tomando como referencia los indices de diversidad de Shannon (test
de Mann-Whitney-Wilcoxon, p-value = 0,001548) y Simpson (test de Mann-Whitney-
Wilcoxon, p-value = 0,002852).

3.4. Andlisis de diversidad beta por estados de infeccion

Se obtuvieron perfiles de la microbiota fecal de bovinos, los cuales fueron
agrupados por estado de infeccion haciendo uso de un PCoA en el que no se observaron
agrupaciones claras para el caso de microorganismos identificados por el ARNr-16S
(MANCOVA p-value: 0,796., Fig. 3A). No obstante, para el caso del ARNr-18S se obtuvo
una agrupacion estadisticamente significativa (MANCOVA p-value: 0,021., Fig. 3B)
denotando clasificacién de los individuos por estado de infeccion para el caso de
eucariotas.
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Fig. 3 Andlisis de coordenadas principales por distancia de Bray-Curtis de las comunidades microbianas de
bovinos sanos e infectados por Fasciola. PCoA para analisis de comunidades microbianas procariotas (A).
PCoA para andlisis de comunidades microbianas eucariotas (B).

3.5. Andlisis de correlaciones

Se observaron asociaciones positivas y negativas tanto en las muestras de bovinos
negativos como positivos para Fasciola; sin embargo, se obtuvo un mayor numero de
asociaciones bajo la presencia del pardsito. En estos ultimos, se relacionaron de forma
positiva Aquamonas y Coriochaeta, Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia vy
Sakaguchia, Lachnospiraceae y Aureobasidium, Lachnospiraceae y Sakaguchia. Asimismo,
se encontraron correlaciones negativas entre Eubacterium y Talaromyces, Ruminococcus y
Aspergillus y Paeniclostridium y Debaryomyces (Fig. 4A). Por otra parte, para las muestras
de bovinos no infectados por Fasciola, se observd una correlacién negativa entre
Mogibacterium 'y Apiospora, Ascochyta, Leptosphaeria, Pichia, Plectosphaerella,
Sarocladium y Talaromyces; mientras una correlacidon de tipo positiva entre Veillonella y
Ceuthospora (Fig. 4B).
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Fig. 4. Analisis de correlaciones entre miembros procariotas y eucariotas de la microbiota intestinal bovina
por estados de infeccidn. Bovinos infectados por Fasciola (A), bovinos sanos (B).



4. DISCUSION

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que evalla el efecto de un helminto
hepdtico sobre la diversidad y abundancia microbiana intestinal bovina. Esto es
importante considerando las implicaciones econdmicas y veterinarias que tienen
enfermedades helminticas como la fascioliasis (Sierra et al., 2018; Palacio et al., 2019).
Ademads, la identificacion de las comunidades microbianas que pueden ser moduladas
como consecuencia de la infeccidn por Fasciola puede ampliar el panorama en el
conocimiento sobre el rol de estos microorganismos sobre el sistema inmune del
hospedero, siendo asi un paso en el desarrollo de estrategias frente a esta helmintiasis
(Cortés et al., 2020a; Cortés et al., 2019a). Para ello, este estudio se dirigid a caracterizar
la microbiota intestinal de bovinos Holstein parasitados por Fasciola spp. y buscar
potenciales correlaciones entre microorganismos, a fin de dilucidar interacciones entre
ellos bajo diferentes estados de infeccidn. Los resultados revelaron cambios a nivel de
abundancias relativas de grupos microbianos comensales en las muestras de bovinos
infectados con Fasciola, los cuales fueron consistentes con investigaciones realizadas en
escenarios de infeccién por helmintos tanto en humanos como en rumiantes (Houlden et
al., 2015; El-Ashram et al., 2017). De esta forma, aunque para estos ultimos se ha
evaluado la microbiota de compartimientos especificos en el tracto gastrointestinal; los
cambios composicionales son concordantes con lo observado en el presente estudio (Li et
al., 2011; Li et al., 2016).

Inicialmente, llamé la atencidn un incremento en la abundancia relativa del phylum
Proteobacteria de algunas muestras bovinas positivas para Fasciola (Fig. 1A y Fig. 1B). Tras
el analisis por método de identificacién, nuestros resultados sugieren que el estadio de
infeccidn por Fasciola podria llegar a tener implicaciones sobre estos grupos microbianos
(Fig. S4). Sin embargo, se revisé si otros factores podrian llegar a incidir sobre estas
observaciones. La presencia de coinfecciones, especialmente por pardsitos intestinales, ha
demostrado ser responsable de cambios en la composicion microbiana a nivel intestinal
(Cortés et al., 2020a). No obstante, los cambios a nivel de abundancias relativas no fueron
consistentes con las muestras en las que se encontré ADN correspondiente a otros
nematodos (Fig. 1A y Tabla S1), lo cual sugiere que esta variable no explica directamente
la reduccién o incremento de ciertos taxones microbianos. Sin embargo, considerando
qgue los métodos de deteccidn para otros nematodos se enfocaron en la identificacion de
huevos por analisis coprolégico y/o por secuenciacién del ADN del parasito por lllumina,
es posible que no se tratara de infecciones activas. Por lo tanto, futuras investigaciones
deberian considerar la deteccidon de infecciones activas a partir de diversos métodos de
identificacion y considerando la complejidad del ciclo de vida de cada parasito para
determinar si estas alteraciones son concordantes con los hallazgos aca reportados.



Al igual que otras investigaciones encontramos que los grupos taxondmicos mas
representativos de la microbiota intestinal bovina fueron Firmicutes, Bacteroidetes vy
Actinobacteria (Fig. 1A) (Jami et al., 2012; Durso et al., 2010). Del primer phylum, los
taxones dominantes fueron Lachnospiraceae, Peptostreptococcaceae y Carnobacteriaceae
(Fig. S3) los cuales desempefian un papel importante en la fermentacién ruminal, asi como
en otros procesos asociados a la digestion. Sin embargo, estos presentaron reducciones
en las muestras con la infeccién por Fasciola lo cual sugiere una pérdida en la capacidad
de fermentacién ruminal asociada a la funcidn de estos microorganismos (Uchiyama et al.,
2020; Cortés et al., 2019a). Posteriormente, se evalud el phylum Bacteroidetes, dentro del
cual gran cantidad de miembros estdn asociados a actividad amilolitica, critica en los
procesos de degradacién de material vegetal (Li et al, 2011). En este, encontramos
reducciones en la abundancia relativa de las muestras de bovinos infectados por el
parasito (Fig. 2A); patron que habia sido reportado previamente en infecciones
helminticas. Por ejemplo, en un estudio realizado por Xu y colaboradores (2018), el grupo
de individuos infectados por Clonorchis sinensis presentaba disminucién en la abundancia
relativa de grupos bacterianos como Bacteroidetes y Tenericutes los cuales fueron
asociados a alteraciones en la segregaciéon de acidos biliares como consecuencia de la
presencia de este parasito hepatico.

Posteriormente, se identificaron las familias con mayor abundancia pertenecientes al
phylum Bacteroidetes (Fig. 2A). En estas, observamos reducciones estadisticamente
significativas en la abundancia relativa de Rikenellaceae (p-value: 0.03639) vy
Bacteroidaceae (p-value: 0.04716) en el grupo de bovinos infectados por Fasciola. Lo
anterior sugiere que estos bovinos presentan una menor capacidad de producir acidos
grasos volatiles, asi como menor aptitud para degradar mucinas; funciones comensales
asociadas a Bacteroidaceae y Rikenellaceae, respectivamente (Koh et al., 2016; Fan et al.,
2020). Lo anterior es relevante considerando que esta reduccion en bacterias
degradadoras de mucinas favorece el incremento en las concentraciones de estas
proteinas en el intestino, lo cual es un mecanismo que favorece la expulsién del parasito al
impedir su adhesién al epitelio intestinal (Jenkins et al., 2018 Theodoropoulos et al., 2001;
Cancela et al., 2015). De hecho, ya ha sido reportado previamente en ratones infectados
con Echinostoma trivolvis, donde la alta produccion de mucinas jugd un papel clave en el
mantenimiento de la funcidn intestinal al impedir la persistencia del parasito en el
hospedero (Frujino et al., 1998). Esto sugiere que, pese a no ser un helminto intestinal,
Fasciola también activa una respuesta a nivel intestinal en el hospedero para la protecciéon
de la monocapa de los enterocitos.

Respecto a otros grupos taxondmicos, llamé la atencidon que Euryarchaeota se
encontraba como uno de los phylum con abundancias relativas mads altas (Fig. 1B).



Algunos miembros de este grupo se han relacionado a la produccién de CH4 en el rumen a
partir de sustratos derivados de la fermentacién de materia organica (Martinez-Alvaro et
al., 2020). Sin embargo, no se encontré diferencias significativas entre estados de
infeccion. En contraste, un estudio realizado por Li y colaboradores (2016) reporté
disminucién en la abundancia de Euryarchaeota bajo la infeccion por Haemonchus
contortus en cabras; mientras que en humanos poliparasitados se reporta incrementos en
este phylum (Gordon et al., 2020), por lo cual es posible que los cambios observados en
esencia sean dependientes del hospedero y de la especie de pardsito que infecta
(Martinez-Alvaro et al., 2020).

Debido a que una gran cantidad de factores tanto intrinsecos como extrinsecos al
animal pueden llegar a impactar la composicidn y estructura de su microbiota intestinal,
evaluamos cambios a nivel de abundancia relativa de procariotas y eucariotas asociados a
variables sociodemograficas (departamento, municipio, fuente de agua). En general, no se
observd ningun patréon que indicara que alguna de estas variables estuviesen generando
un cambio composicional o de abundancias relativas en la microbiota intestinal bovina
(Tabla S1 y Fig. 1A-1B). Lo anterior, posiblemente asociado a que el muestreo se realizd en
bovinos con condiciones geograficas asi como con fin zootécnico similar. Sin embargo,
cabe mencionar que en las muestras positivas se observé mayor frecuencia de
coinfecciones, identificadas por analisis coprolégicos, que en las muestras negativas
(Tabla. S1), lo cual podria sugerir que los bovinos infectados por Fasciola presentan mayor
susceptibilidad a la colonizacion por otros parasitos y uno de los mecanismos por el cual
esto podria producirse es a través de la interrupcion en el equilibrio microbiano a nivel
intestinal (Reynolds et al.,, 2015; Partida et al., 2017). Sin embargo, esto debe ser
corroborado en investigaciones a futuro por diversos métodos de deteccion.

Posteriormente calculamos la riqueza observada y los indices de Shannon y Simpson a
fin de determinar si se estaban generando cambios en la diversidad bacteriana entre las
muestras evaluadas (Fig. 2B). A nivel de composicidn de la microbiota intestinal bovina,
encontramos diferencias significativas en términos de indice de Shannon (test de Mann-
Whitney-Wilcoxon, p-value: 0,0001471) y Simpson (test de Mann-Whitney-Wilcoxon, p-
value: 0,0008523). Estos hallazgos van en concordancia con la investigacion realizada por
Houlden y colaboradores en 2015, donde se produjo una reduccién en la abundancia de
varios géneros pertenecientes al phylum Bacteroidetes como resultado de una infeccién
por Trichuris muris, lo cual da como resultado una disminucion general de la diversidad
microbiana en el tracto gastrointestinal de ratones infectados. En este mismo sentido, en
este estudio también encontramos disminucion en la abundancia relativa de
Bacteroidetes, un phylum con alta prevalencia a nivel intestinal, que comprende miles de
especies con diferencias funcionales que les permiten ocupar diversos nichos a nivel



gastrointestinal (Johnson et al.,, 2017). Sin embargo, debido a que se estan produciendo
reducciones bajo el estado de infeccidn por Fasciola, es posible que se esté perdiendo
gran cantidad de comunidades microbianas que incrementan la diversidad y favorecen la
produccidn energética del animal en un estado sano.

Las poblaciones de hongos a nivel intestinal destacan por su alta capacidad para
degradar material vegetal por ser excretores de enzimas con actividad celulolitica,
hemicelulolitica, glucolitica y proteolitica (Li et al., 2011). Atendiendo a su importancia,
revisamos posibles cambios en abundancias relativas como consecuencia de la infeccién
por Fasciola. En general, el analisis a nivel de divisién mostré que la mayor proporcion
detectada correspondia a poblaciones de hongos donde Ascomycota, Basidiomycota y
Chytridiomycota fueron las mas representativas (Fig.1B). Sin embargo, bajo el estado de
infeccion por Fasciola, sélo en Ascomycota (p-value: 0,01007) se observé una disminucién
estadisticamente significativa. Dentro de esta, las cinco familias mas abundantes
presentaban reducciones estadisticamente significativas (Fig. 2C) a excepcién de
Leotiomycetes, donde se observd incremento en el estado infectado. Para este ultimo
grupo se desconoce el mecanismo que explique su presencia a nivel gastrointestinal. Sin
embargo, es una familia de hongos saprofitos y enddéfitos de plantas y suelo razén por la
cual es posible que sean parte de microorganismos transitorios que fueron ingeridos por
estos animales como parte de su dieta (Zhang & Wang., 2015).

Al igual que para el analisis del ARNr-16S, calculamos la riqueza observada y los indices
de Shannon y Simpson para las comunidades de eucariotas a fin de determinar si se
estaban generando alteraciones a nivel microbiano entre las muestras evaluadas (Fig. 2D).
Observamos una reduccion estadisticamente significativa en la diversidad microbiana
evaluada desde el indice de Shannon (p-value: 0,001548) y Simpson (p-value: 0,002852)
posiblemente asociada a wuna disminucién general en miembros microbianos
pertenecientes a Ascomycota, lo cual genera pérdidas en diversidad en los bovinos
infectados por Fasciola. Sin embargo, dado que hay pocos estudios que consideren la
diversidad de eucariotas, este resultado deberia ser evaluado en investigaciones futuras.
En cuanto a la composicion de las comunidades microbianas entre estados de infeccion
(diversidad beta); encontramos agrupaciones que, pese a no ser observables, se
presentaban como significativas desde el analisis estadistico con MANCOVA. Lo anterior
sugiere que el estado de infeccion por Fasciola explica las agrupaciones para
microorganismos eucariotas (p-value: 0,021) pero no para procariotas (p-value: 0,796).
Esto posiblemente asociado a que las comunidades procariotas son mas abundantes y
estables en la microbiota intestinal, mientras los eucariotas estan en menor proporcion.
En este sentido, cambios en la estructura microbiana eucariota impactan en mayor
magnitud respecto a un estado sano. Teniendo en cuenta que la mayoria de lecturas aqui



encontradas para los eucariotas correspondian a la clase Ascomycota, la cual presentd
reducciones estadisticamente significativas en un estado infectado; hipotetizamos que
esta pérdida de grupos microbianos podria estar permitiendo el incremento en
abundancia o incluso el establecimiento de otras comunidades microbianas que se
diferencian en estructura microbiana de un estado sano.

Las comunidades microbianas procariotas del tracto gastrointestinal bovino han sido
estudiadas ampliamente como parte fundamental para la salud animal. Ahora bien, como
parte de un mismo sistema fisiolégico, las interacciones entre microorganismos son
necesarias para el mantenimiento homeostatico en el huésped, de manera que la
modulacién de uno puede impactar en la estructura y composicién del otro (Mao et al.,
2015). En el presente estudio encontramos cambios en la diversidad y abundancia
microbiana como consecuencia de la infeccidon por Fasciola. Por esta razén, evaluamos
correlaciones entre microorganismos eucariotas y procariotas en las muestras de acuerdo
al estado de infeccidn. Inicialmente, se observd mayor numero de interacciones entre
microorganismos de la microbiota de bovinos infectados por Fasciola (Fig. 4A) que
aquellas observadas en muestras de bovinos sanos (Fig. 4B). Dentro del grupo de bovinos
no infectados, la gran cantidad de correlaciones con hongos reportados previamente
como comensales sugiere caracteristicas asociadas a mejor capacidad de digestibilidad de
fibras vegetales en estos bovinos (Nagpal et al., 2011). No obstante, en algunos casos, no
es claro el rol de ciertos microorganismos a nivel intestinal. Por ejemplo, el género
Mogibacterium es considerado comensal por algunos autores por estar involucrado en
procesos de asimilacion de amoniaco y su posterior transformacién en fenilacetato, un
precursor de la fenilalanina (McGovern et al., 2020). Sin embargo, otros estudios han
encontrado correlaciones negativas entre la abundancia de miembros de este grupo y el
indice de masa corporal en humanos (Oki et al., 2016); por lo cual no es clara su funcién.
Teniendo en cuenta lo anterior y considerando los hallazgos de este estudio, es posible
gue el aumento en abundancia de Mogibacterium no esté relacionado a un rol comensal
sino mas bien podria tener un efecto deletéreo. Sin embargo, para comprender mejor el
papel de estos microorganismos a nivel intestinal se hacen necesarias mas
investigaciones. Por su parte, hasta nuestro conocimiento, actualmente no hay un
consenso sobre el rol y en algunos casos, la presencia de Apiospora, Ascochyta,
Leptosphaeria, Pichia, Plectosphaerella, Sarocladium en la microbiota intestinal bovina. Sin
embargo, la mayoria de ellos han sido reportados como fitopatégenos (Li et al., 2017
Nameth et al, 1990; Zhang et al., 2019) por lo que se necesitan investigaciones que
confirmen su papel a nivel gastrointestinal. Finalmente, Veillonella es un género
procariota relacionado a la fermentacion de lactato, siendo muy importante para la
produccién de acidos grasos volatiles que seran empleados en los procesos energéticos
del animal (Nagaraja & Titgemeyer., 2007); mientras que, hasta nuestro conocimiento,



este es el primer estudio que reporta la presencia de Ceuthospora y la correlaciéon con un
género bacteriano, razén por la cual alin no se sabe su funcidn a nivel gastrointestinal. Sin
embargo, por el tipo de correlacién acd encontrada con un género comensal,
hipotetizamos que este también deberia estar involucrado en procesos que favorecen el
procesamiento de material vegetal.

Por otra parte, las correlaciones encontradas en el grupo de bovinos infectados (Fig.
4A) dan cuenta principalmente de géneros comensales y algunos productores de
micotoxinas. También presentan caracteristicas propias de menor capacidad para digerir
fibra vegetal y pérdida de peso consistente con el fenotipo de un bovino infectado por
Fasciola. Dentro de las correlaciones entre comunidades eucariotas y procariotas,
destacaron dos géneros: Ruminococcus, género de bacterias gram positivas consideradas
importantes en procesos de degradacidon de almidén y produccién de acetato formiato y
succinato a partir de celulosa en el rumen (Flint et al., 2008; Tao et al., 2017; Chassard et
al., 2012; Liu et al., 2015). Por su parte, Aspergillus es un género de hongos en el que se ha
identificado la capacidad de producir micotoxinas necesarias para inmunosuprimir a su
hospedero y de esta manera, mejorar su infectividad degenerando en enfermedades
como la aspergilosis bovina (Seyedmousavi et al.,, 2015; Niyo et al., 1988). Asi pues, la
correlacién negativa encontrada entre Ruminococcus y Aspergillus en el presente estudio
es congruente con lo reportado en investigaciones previas donde posiblemente las ASVs
asignadas a Aspergillus presentan propiedades patogénicas.

También llamoé la atencion la correlacion positiva entre Aureobasidium vy
Lachnospiraceae (Fig. 4A) puesto que ambos han sido relacionados a procesos de
digestion ruminal y produccién de acidos grasos volatiles, respectivamente. Por ejemplo,
segun un estudio realizado por Freitas y colaboradores (2020), Aureobasidium podria estar
directamente relacionado al incremento de peso en bovinos por estar involucrado en la
produccidn de sustancias que mejoran la digestién. Por su parte, Lachnospiraceae es un
constituyente normal de la microbiota intestinal bovina, involucrado en procesos
antiinflamatorios y produccién de acidos grasos volatiles a partir de polisacdridos que,
como consecuencia de una infeccién helmintica puede alterar su abundancia relativa
(Uchiyama et al., 2020; Kim et al., 2019). Este es el caso del presente estudio, en el que
encontramos reduccion significativa de miembros de este género como consecuencia de
la infeccion por Fasciola (Fig. 4A) lo que sugiere que, por el tipo de correlacién positiva
gue tiene con Aureobasidium (un potencial probiético), la disminucién de miembros con
estas funciones podria ser una de las razones por las cuales se observa reduccién de peso
en los bovinos con fascioliasis.



CONCLUSIONES

Hasta donde sabemos este es el primer estudio que evalla el efecto de un helminto no
intestinal sobre la composicién y abundancia microbiana en bovinos. Nuestro analisis
mostrd que en las muestras de bovinos infectados por Fasciola se produjo una reduccién
en la diversidad de microorganismos tanto procariotas como eucariotas. Asimismo,
observamos una disminucion en  taxones comensales asociados a procesos de
fermentacién y digestidn, lo cual es consistente con el fenotipo de pérdida de peso
observado en individuos con fascioliasis. No obstante, las correlaciones no evidencian
necesariamente causa-efecto, de manera que investigaciones a futuro pueden aclarar el
rol de ciertos microorganismos a nivel gastrointestinal como potenciales biomarcadores
de estado en el hospedero. Sin embargo, nuestros hallazgos sugieren que la fascioliasis
bovina no solo afecta la salud de su hospedero por dafio hepatico, sino también por
alteraciones a nivel de la microbiota intestinal que no habian sido consideradas
previamente. No obstante, este es un estudio descriptivo del microbioma intestinal de
bovinos infectados por lo cual es posible que el ADN identificado no necesariamente esté
activo a nivel intestinal. Adicionalmente, es posible que estos cambios puedan estar
sujetos a factores externos aqui no evaluados, lo cual resalta la necesidad de
replicabilidad. Ademas, las implicaciones de infecciones parasitarias no intestinales sobre
especies de interés veterinario es un campo poco explorado por lo que es posible que los
hallazgos encontrados en Fasciola sean dependientes de cada sistema hospedero-
helminto, razén por la cual se destaca la necesidad de generar mas estudios que
corroboren estas observaciones. Sin embargo, la exploracion en la composicién de la
microbiota y su rol en la biologia de parasitos no intestinales como Fasciola es de gran
importancia en el desarrollo de nuevas estrategias de intervencién frente a las
helmintiasis. Dichas estrategias principalmente basadas en la modulacién de
microorganismos involucrados en el establecimiento del pardsito o en la respuesta
inmune del hospedero. Por esta razdn, este estudio es un primer paso en el desarrollo de
investigaciones sobre las implicaciones de la fascioliasis bovina a nivel de otros érganos en
el hospedero.
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Fig. S1. Curva de rarefaccidon para muestras correspondientes al analisis del 16S.
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Fig. S2. Curva de rarefaccidon para muestras correspondientes al analisis del 18S.
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Fig. S4. Boxplot de abundancia relativa de Proteobacteria segiin el método de identificacidn del parasito.



Tabla S1. Variables sociodemograficas, coinfecciones y método de identificacion de Fasciola en las muestras
analizadas.

COINFECCIONES ° 8 § METODO DE IDENTIFICACION DEL PARASITO
< o & 3 < <
g sl il g | § |z SHET g
u 4 g H & 3 = 2 < S, -1 3
= = 52 E S S & g3 @< RE< & b
z @ = g z 2 g 52 3%2 o]
< ° g = 8 28
a
1 Toxocara, Eimeria spp X +
spp, Trichostrongylus Nemocon Cl Leche ALJBE 2 POSITIVO
2 Nemocon | Cundinamarca Leche ALJBE 4 + POSITIVO
3 Nemocon Cundir Leche ALJBE 11 + POSITIVO
4 Ostertagia ostertagi Nemocon | Cundinamarca Leche ALJBE 10 + POSITIVO
5 Nemocon | Cundi Leche ALJBE 5 + POSITIVO
A Eimeria spp ] +
spp, Trichostrongylus Nemocon e Leche ALJBE 8 POSITIVO
7 Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO 7 + POSITIVO
8 Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO 11 + POSITIVO
9 S;:(":Zr;:ﬁ: Mosquera Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 6 + POSITIVO
11 SWVOSE:;:: ?:l:::)pena Mosquera | Cundinamarca Leche 2 +
ACUEDUCTO POSITIVO
12 Cooperia Mosquera | Cundinamarca Leche ACUEDUCTO | 13 + POSITIVO
13 Mosquera Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 5 + POSITIVO
14 spp‘EE;Ez:)ac:SIzs Mosquera Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 5 + POSITIVO
15 Mosquera | Cundinamarca Leche AcuEDUCTO | 7 + POSITIVO
16 Mosquera Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 3 + POSITIVO
17 Ostertagia ostertagi Mosquera | Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 8 + POSITIVO
18 Mosquera Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 2 + POSITIVO
19 5'223;2:":; Mosquera Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 6 + POSITIVO
20 Mosquera | Cundinamarca Leche ACUEDUCTO | 9 + POSITIVO
21 Mosquera Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 6 + POSITIVO
22 Mosquera | Cundinamarca Leche AcuEDUCTO | 3 + POSITIVO
23 Mosquera Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 3 + POSITIVO
24 Mosquera | Cundinamarca Leche ACUEDUCTO | 9 + + POSITIVO
26 Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 5 + POSITIVO
27 spp,Tﬁg:erl;vJs:;ylus Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 4 + POSITIVO
28 Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO | 5 + + POSITIVO
29 Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 4 + POSITIVO
31 Eimeria spp sp Fosca Cundinamarca Leche NA 3 + + POSITIVO
2 Eimeria SPPSSPR Une Cundinamarca Leche NA 6 + + POSITIVO
Eimeriasppsp,
40 Balantidium coli, Fémeque | Cundinamarca Leche 4 + +
sp NA POSITIVO
51 Eimeria -
spp,Trichostrongylus Nemocon | C Leche ALJBE 4 NEGATIVO
52 Nemocon | Leche ALJBE 4 - NEGATIVO
53 Nemocon | C Leche ALJBE 5 - NEGATIVO
54 Nemocon | Cu Leche ALJBE 7 - NEGATIVO
55 Nemocon | C Leche ALJBE 7 - NEGATIVO
56 Nemocon | C Leche ALJBE 4 - NEGATIVO
57 Nemocon | C Leche ALJBE 3 - NEGATIVO
58 Nemocon | C Leche ALJBE 4 - NEGATIVO
59 Nemocon | Cundi Leche ALJBE 4 - NEGATIVO
60 Nemocon | Cundinamarca Leche ALJBE 6 - NEGATIVO
61 Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO 2 - NEGATIVO
62 Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO 5 - NEGATIVO
63 Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO 9 - NEGATIVO
Punctodora
64 ratzeburgensis, Combita Boyaca Leche 8 -
Monhystera paludicola ACUEDUCTO NEGATIVO
65 Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO 3 - NEGATIVO
66 Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO 6 - NEGATIVO
67 Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO 6 - NEGATIVO
68 Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO | 5 - NEGATIVO
69 Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO 7 - NEGATIVO
70 Eimeria spp,Cooperia Combita Boyaca Leche ACUEDUCTO 3 - NEGATIVO
73 Eimeria spp,Ostertagia Mosquera Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 7 - NEGATIVO
74 Mosquera Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 4 - NEGATIVO
81 Ostertagia Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO | 4 - NEGATIVO
82 Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 6 - NEGATIVO
83 Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 5 - NEGATIVO
85 Diplogasteroides sp. Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 4 - NEGATIVO
87 Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 4 - NEGATIVO
88 Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 4 - NEGATIVO
89 Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 5 - NEGATIVO
90 Sopo Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 4 - NEGATIVO
91 Choconta | Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 5 - NEGATIVO
93 Chocontd | Cundinamarca Leche ACUEDUCTO | 10 - NEGATIVO
96 Chocontd | Cundinamarca Leche ACUEDUCTO 10 - NEGATIVO
97 Choconta | Cundinamarca Leche ACUEDUCTO | 10 - NEGATIVO
100 Choconta Cundinamarca Leche ACUEDUCTO | NR - NEGATIVO




