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OBJETIVOS

Objetivo General

Diagnosticar la coinfeccion por Entamoeba histolytica y Blastocystis spp. mediante PCR, en
pacientes con criptosporidiosis.

Objetivos Particulares

Diagnosticar la coinfeccion de Blastocystis spp. en pacientes con criptosporidiosis mediante
la amplificacion de una region polimorfica del gen de la subunidad pequefia ribosomal (SSU
rDNA) de Blastocystis spp. a partir del ADN genémico obtenido de heces.

Diagnosticar la coinfeccion de Entamoeba histolytica en pacientes con criptosporidiosis
mediante la amplificacion de la regién intergénica SQ de Entamoeba histolytica a partir del
ADN total obtenido de heces.



RESUMEN

Las infecciones por protozoarios intestinales como criptosporidiosis, amibiasis vy
blastocistosis representan un grave problema de salud publica, ya que cada una de ellas
cuenta con una alta morbilidad reconocida a nivel mundial. Entre los factores de riesgo se
contemplan la edad, género, sistema inmune, habitos alimenticios, nivel socioeconémico,
higiene y el contacto con los animales, entre otros. Recientemente se han caracterizado
lectinas de éstos parasitos y su afinidad por determinados carbohidratos presentes en las
células del hospedador y en la mucosa intestinal; lo que lleva a pensar que existan personas
susceptibles a aquellos parasitos que compartan la afinidad de dichas lectinas. En el grupo
de investigacion de la Dra. Olivia Valenzuela se cuenta con 42 muestras de ADN extraido
de heces de pacientes con criptosporidiosis, todos ellos < 9 afios de edad. El 52% de los
casos son del género masculino. La gastroenterits aguda fue la manifestacion clinica mas
frecuente ya que se presenté en el 77% de los sujetos de estudio, seguido de fiebre (33%),
desnutricién (28%) y deshidratacion (18%); estas manifestaciones clinicas son propias de
la infeccién con Cryptosporidum spp. En el 7% (3/42) de los casos en estudio se encontrd
coinfeccion con Blastocystis spp. y en ningun caso se logré amplificar la regién intergénica
SQ del gen de Entamoeba histolytica. Dos de los sujetos coinfectados fueron de género
masculino (6 y 7 afios de edad) y una nifia de 7 afios de edad. No se logré asociar la
coinfeccion con aumento en la severidad de los sintomas reportados en estos tres casos;
ya que uno de ellos no se cuenta con reportes clinicos. El otro caso es de un paciente que
ademas de presentar coinfeccion con estos dos pardsitos presentaba 3 infecciones mas
(HIV, HV, candidiasis).



INTRODUCCION

Las infecciones parasitarias son consideradas un problema de salud publica en todo el mundo,
presentandose con mayor frecuencia en paises en vias de desarrollo siendo los nifios la poblacion
més vulnerable (ElI Safadi y col.,, 2016; Osman y col., 2016). En particular, las infecciones
causadas por los protozoarios intestinales Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica vy
Blastocystis spp. cuentan con una alta prevalencia a nivel mundial (Haider y col., 2012)
Cryptosporidium spp. es un parasito emergente considerado a nivel mundial como la
segunda causa de muerte asociada a diarrea en nifios menores de 5 afios, solamente después
de rotavirus (Collaborators, 2016). La criptosporidiosis representa hasta el 20% de todos los
casos de diarrea infantil en los paises en desarrollo y es una complicacién potencialmente mortal
en los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Mosier y Oberst, 2000).
Entamoeba histolytica es la segunda causa de muerte por infeccion parasitaria después de la
malaria (Ali y col., 2012). A nivel mundial, se ha estimado que anualmente se presentan 50
millones de casos de disenteria y abscesos extra intestinales ocasionados por Entamoeba
histolytica, resultando de 40,000 a 100,000 muertes (Kato y col., 2015). A pesar de que existen
reportes que asocian la infeccibn con Blastocystis spp. con manifestaciones clinicas,
principalmente el Sindrome de Intestino Irritable (El Safadi y col., 2016; Osman y col., 2016), aun
no hay consenso sobre su papel como patégeno, sin embargo, es bien sabido que es el
protozoario intestinal méas frecuente encontrado en muestras de heces humanas en todo el mundo
(Hameed y col., 2011; Thompson y Smith, 2011) y, su prevalencia puede alcanzar el 30% en los
paises industrializados y mas del 70% en los paises en desarrollo (Mohamed y col., 2017).
Considerando la alta prevalencia de Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica y
Blastocystis spp. a nivel mundial, diversos estudios se han enfocado a determinar los factores de
riesgo asociados a las infecciones parasitarias causadas por ellos (Kiani y col., 2016). Los
factores mas comunes incluyen principalmente la falta de higiene personal, bajo nivel de
educacién, bajo nivel socioeconémico, ingestion de frutas, verduras, agua y alimentos
contaminados con los estadios infectivos, edad, género, estado nutricio e inmune del huésped y
el contacto con animales infectados (Kiani y col., 2016; Osman y col., 2016); las parasitosis
intestinales sobre todo en nifios genera un estado de desnutricion y retraso en el crecimiento
fisico y cognitivo (Berkman y col., 2002; Checkley y col., 1998; Valenzuela y col., 2014); sin
embargo, los resportes realizados al respecto han asociado la presencia de cierto parasito con

estas afectaciones, por lo que es de suma importancia determinar si existe coinfeccion en casos



en donde se ha determinado un proceso infeccioso y asi determinar si el impacto en la salud se
debe a una monoinfeccion o coinfeccion.

La trasmision antropondtica (de humano a humano) es un factor comun tanto para
Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica y Blastocystis spp. (Ryan y col., 2014, Tan, 2008;
Tanyuksel y Petri, 2003). La transmision zoonética (de animales a humano) se ha reportado en
el caso de Cryptosporidium spp. y Blastocystis spp. Identificandose en una amplia gama de
animales, tales como mamiferos, aves, anfibios y reptiles (Ryan y col., 2014; Tan, 2008). La via
fecal oral se considera el principal modo de infeccién de estos parasitos mediante el consumo de
alimentos o agua contaminada con los estadios infecciosos (quistes y ooquistes) (El Safadiy col.,
2016). Cuando ocurre el desenquistamiento en el intestino delgado y el pardsito alcanza la
mucosa intestinal y las células blanco, este se adhiere mediante lectinas de superficie que
reconocen residuos de Gal/GalNAc en el caso de Cryptosporidium spp. y Entamoeba histolytica
(Singh y col., 2016). Debido a la especificidad de unién de las lectinas a ciertos carbohidratos
(Gal/NAcGal), éstas median las interacciones célula-célula y desempefian un papel en la
adhesion de los protozoarios y la citotoxicidad de las células huésped, por lo que son
fundamentales para fisiopatologia del parasito (Singh y col., 2016).

Hasta la fecha, no existen reportes referentes a las lectinas que se encuentran en la
superficie de Blastocystis spp., como medio de adhesion e invasién. Sin embargo, su alta
prevalencia a nivel mundial se suma a la idea de que los factores descritos en este estudio
representen un alto riesgo de susceptibilidad a coinfeccién entre Cryptosporidium spp.,
Entamoeba histolytica y Blastocystis spp.

El diagnéstico convencional de estos protozoarios se basa principalmente en el examen
microscopico de muestras de heces, Sin embargo, la microscopia esta limitada por una baja
sensibilidad (60%) vy especificidad (70%) (Boughattas y col.,, 2017). ElI analisis
coproparasitoscopico es incapaz de distinguir entre las especies Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar ya que son morfolégicamente idénticos entre si, asi como las diferentes
especies de Cryptosporidium spp. y los subtipos de Blastocystis spp. (Boughattas y col., 2017).
Para ello se ha recurrido a tecnicas moleculares que mejoran el estudio y el diagnostico de estos

protozoarios.



REVISION DE LA LITERATURA

Cryptosporidium spp.

La primera descripcion de Cryptosporidium spp. la realizé Tyzzer en 1907, el cual encontré al
parasito en las criptas gastricas de un ratén. En 1910, Tyzzer propuso Cryptosporidium muris
como un nuevo género y en 1912 reportd a una nueva especie “Criptosporidium parvum”. En
1976, se describi6 por primera vez en humanos inmunosuprimidos; los primeros casos reportados
en humanos fueron en Estados Unidos e Inglaterra (Méndez Editores, 2000). Posteriormente, a
raiz de un brote en Milwaukee en 1993 comenzaron a aparecer informes que describen la
criptosporidiosis en una amplia gama de mamiferos, aves y reptiles a nivel mundial (Mac Kenzie
y col., 1994). En la década de los 90, la aplicacion de técnicas moleculares para la identificacién
de aislados de Cryptosporidium spp. aporté mayor comprension de las especies y la especificidad
del huésped (Fayer, 2004).

Cryptosporidium spp., son protozoarios intracelulares patégenos cuyo género pertenece
al Phylum Apicomplexa, clase Coccidia, orden Eucoccidiorida y familia Cryptosporidiidae (Del
Cocoy col., 2009). Los ooquistes de Cryptosporidium spp. son altamente infectivos incluso antes
de salir del hospedero (autoinfeccion), lo que difiere de otros coccidios cuyos ooquistes requieren
un periodo de maduracion fuera del huésped para convertirse en infeccioso. Su resistencia a
condiciones adversas y a los tratamientos de potabilizacién del agua permiten su diseminacion y
persistencia en el ambiente (Del Coco y col., 2009; Fayer, 2004). Estos protozoarios infectan a
diversas especies de animales incluyendo al hombre. Perros y gatos son infectados
principalmente con C. canis y C. felis respectivamente. Mientras que los humanos son con mayor
frecuencia infectados con C. parvum y C. hominis (Xiao y col., 2004). 27 genotipos del parasito
morfolégicamente indistinguibles han sido descritos en las Gltimas décadas (Fayer 2004).

La forma infectiva de Cryptosporidium spp. es el ooquiste, estadio de resistencia del
parasito que permite la diseminacién de la infeccion, el cual mide entre 4.5y 5.9 um de diametro
(Figura 1) y contiene en su interior 4 esporozoitos. Los esporozoitos son el estadio que participa
en la adhesion e invasion de las células blanco (enterocitos), proceso mediado por proteinas del
complejo apical el cual se encuentra en uno de los extremos de cada esporozoito (Del Coco y
col., 2009). El didametro reportado para los esporozoitos de Cryptosporidium spp. oscilan entre
3.8 - 5.2 um (Smith y col., 2005).



Figura 1. Ooquistes de Cryptosporidium spp. tefiidos con Ziehl-
Neelsen modificado. (CDC, 2016).



Ciclo de Vida de Cryptosporidium spp.

La fase infecciosa es el ooquiste, que contiene cuatro esporozoitos moviles. Los esporozoitos en
forma de platano se liberan a través de la sutura en la pared del ooquiste después de la exposicion
a la temperatura corporal, acido estomacal, tripsina y sales biliares (proceso conocido como
desengistamiento) (Del Coco y col., 2009) y se unen intimamente a la superficie de las células
epiteliales que recubren el tracto gastrointestinal. Esta unién es mediada por las lectinas de
superficie del esporozoito que reconocen los residuos de Gal/GalNAc presentes en los
enterocitos (Singh y col., 2016). Estas lectinas de superficie se unen a ligandos en las células
huésped provocando el cambio de Crytosporidium spp. de trofozoito invasor a trofozoito
replicativo (Edwinson y col., 2016). La interaccion de las lectinas superficiales de los esporozoitos
especificas de Gal/GalNAc con la célula huésped explica la iniciacién del proceso de infeccion y
la remodelacioén adicional de actina en células huésped tras la invasion de C. parvum. a las células
intestinales y epiteliales (Singh y col., 2016) . La lectina p30, aislada de C. parvum y C. hominis,
se localiza en la region apical de los esporozoitos y se asocia con gp900 y gp40 (glicoproteinas
de tipo mucina), que en conjunto median la infeccién (Singh y col., 2016). La lectina p30 existe
como un homodimero u homotetrdmero de aproximadamente 30 kDa, especifica de Gal / GalNAc
y estd codificada por un gen que se conserva entre las dos especies principales de
Cryptosporidium. (Bhat y col., 2007).

Los esporozoitos invaden a los enterocitos para iniciar el ciclo asexual de reproduccion
(Figura 2). Los esporozoitos y todas las etapas asexuales y sexuales enddgenas subsecuentes
se desarrollan dentro de una vacuola parasitofora intracelular. Los esporozoitos se diferencian
en trofozoitos esféricos y la division nuclear da como resultado la produccion del estadio
multinucleado de esquizontes (esquizogonia). Los esquizontes tipo | contienen de 6 a 8 nucleos
que maduran en merozoitos. Los merozoitos de los esquizontes tipo | pueden infectar células
vecinas y someterse a un ciclo de multiplicacion asexual similar al descrito para la etapa de
trofozoito, y producir progenie de merozoitos de tipo I, o desarrollarse en un esquizonte de tipo
Il. Cada esquizontes de tipo Il maduro se desarrolla a cuatro merozoitos de tipo Il que se cree
que inician el ciclo sexual (Smith y col., 2005). En la multiplicacion sexual, los merozoitos
individuales producen microgametos (masculino) o macrogametos (femenino). La division nuclear
en el microgameto conduce a la produccion de numerosos microgametos que se liberan de la
vacuola parasitéfora y cada macrogameto es fertilizado por un microgameto.

El producto de la fertilizacion, el zigoto, se convierte en un ooquiste. El zigoto se diferencia
a ooquistes de pared delgada los cuales participan en el proceso de autoinfeccién, sobre todo en

personas con estrefiimiento; estos ooquistes de pared delgada manduran a ooquistes de pared
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gruesa que son los que se excretan en las heces fecales como ooquistes completamente
esporulados (cada uno de ellos con cuatro esporozoitos), los cuales seran infecciosos para otros
huéspedes susceptibles. En este ciclo de vida, tanto los merozoitos que participan en la
generacion de merontes tipo | (esquizontes tipo 1) como la reinfeccién endégena de los ooquistes
de pared delgada aseguran un gran namero de ooquistes infecciosos (de paredes gruesas) se
excreten en las heces (Smith y col., 2005).
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Criptosporidiosis

La criptosporidiosis es una enfermedad ocasionada por genotipos del parasito Cryptosporidium.
El cuadro clinico dependera de caracteristicas propias del hospedador, tales como especie, edad,
estado inmunoldgico, asi como de la especie parasitaria involucrada y la dosis infectiva (Del Coco
y col., 2009). Afecta principalmente a nifios y personas inmunocomprometidas, los cuales,
generalmente presentan los signos y sintomas de la gastroenteritis aguda: diarrea, dolor
abdominal y en algunos casos vémito y fiebre (Del Coco y col., 2009). En nifios puede causar
desnutricion y afectar permanentemente el crecimiento, resultando en una disminucion funcional
de la aptitud fisica y la capacidad cognitiva (Berkman y col., 2002; Checkley y col., 1998;
Valenzuela y col., 2014).

Cryptosporidium spp. es altamente infeccioso, tan solo con la ingesta de treinta ooquistes
pueden causar infeccidon en personas sanas (Snelling y col.,, 2007). El Centro de Control de
Enfermedades (CDC por sus siglas en ingles) en Estados Unidos ha reportado infecciones
extraintestinales de Cryptosporidium spp. incluyendo los pulmones, conductos biliares y la
conjuntiva (CDC, 2016). Las manifestaciones clinicas y la aparicion de complicaciones
extraintestinales dependeran del recuento de linfocitos CD4+/mm? (Del Coco y col., 2009).
Cuando este nimero es superior a 200/mm? la infeccién se autolimita. En pacientes con
inmunodeficiencias y diarrea por Cryptosporidium spp. se ha descrito un promedio de 145
células/mm?y la infeccién ocasiona cuadros clinicos mas graves y prolongados, mientras que en
pacientes inmunocompetentes el recuento promedio de células CD4+ es de 312 células/mm?
causando una infeccién asintomatica o con un cuadro clinico de 9 a 15 dias (Del Coco y col.,
2009; Muthusamy y col., 2006).

El diagnéstico de criptosporidiosis intestinal se efectia mediante la busqueda e
identificacion de ooquistes en la materia fecal (Del Coco y col., 2009). Para la identificacion de
los ooquistes al microscopio Optico, suelen utilizarse las técnicas de coloracion de Ziehl-Neelsen
y Kinyoun modificadas. También pueden emplearse tinciones para microscopia de fluorescencia.
En la actualidad se recurre a técnicas moleculares para identificar especies y genotipos de
Cryptosporidium ya que las diferencias en los ooquistes son morfolégicamente indetectables
(Fayer, 2004).

Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica fue descubierta en el afio 1875 por L6sch en Leningrado (antiguamente

San Petersburgo), Rusia. Losch encontro los trofozoitos del parasito en las heces de un enfermo
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de disenteria y las ulceras del colon al momento de la autopsia del mismo paciente; aunque no
llegd a sospechar que fueran la causa de la enfermedad. Posteriormente, Kartulis (1886), de
Hlava (1887) y Concilman (1891) dieron las pruebas de que dicha amiba era el agente causal de
disenteria y absceso hepético (Méndez Editores, 2000).

Entamoeba histolytica es un protozoario extracelular patdégeno y es el agente etioldégico
de la amibiasis humana. Pertenece al subfilo Sarcodina, clase Lobosea, y familia Entamoebidae.
Existe en dos estadios: el quiste infeccioso el cual es la forma resistente y mide de 10 a 15 um
de didmetro (Figura 3); y el trofozoito que es la forma movil y potencialmente patégeno que llega
a medir de 10 a 60 um de didmetro y de forma irregular (Figura 4) (Tanyuksel y Petri, 2003).

Existes dos especies que son idénticas morfolégicamente, Entamoeba histolytica y
Entamoeba dispar. Ambas especies se comportan de manera diferente en los huéspedes
infectados ya que Entamoeba dispar no se considera patégena; aunque comparten ciclos
biolégicos, nichos ecolégicos y mecanismos de transmision en huéspedes humanos (Ramos,
2005). La morfologia de estas especies ha complicado su diagnéstico diferencial (Ximénez y col.,
2010). Por lo tanto, es posible obtener datos epidemiol6gicos mas fiables y correctos basandose
en caracteristicas moleculares, bioquimicas e inmunolégicas ya que estos permiten un mejor

diagndstico y tratamiento (Tanyuksel y Petri, 2003).

-

Figura 3. Quiste de E. histolytica / E. dispar en

observacion directa con lugol (CDC, 2016).
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Figura 4. Trofozoito de E. histolytica / E. dispar en

observacion directa con lugol (CDC, 2016).

Ciclo de Vida de Entamoeba histolytica

La fuente de infeccidon y diseminacion de Entamoeba histolytica es el humano. El parasito pasa
de persona a persona propiciado por el fecalismo y la coprofagia humana. (Becerril, 2011) Las
heces infectadas con la forma quistica del parasito pueden contaminar alimentos, fomites y agua.
La otra fuente comun de transmisién es el contacto sexual oral-anal (Tanyuksel y Petri, 2003).

Los seres humanos son infectados por la ingestion de estos quistes, que viajan a través
del tracto gastrointestinal y por efecto del pH, jugos gastricos y las enzimas hidroliticas da inicio
el proceso de desenquistamiento, mediante el cual se liberan los trofozoitos (ileon terminal). Los
trofozoitos se adhieren mediante el uso de lectinas Gal/GalNAc al endotelio intestinal (Tanyuksel
y Petri, 2003).

La lectina de E. histolytica reconoce y es inhibida por Gal/GalNAc; la cual participa en la
adhesion del parasito a la célula huésped y la actividad citolitica del parasito. Por lo tanto
desempenfia un papel importante en la patogénesis de la amibiasis (Singh y col., 2016). La lectina
Gal/GalNAc puede estimular la induccion de diversas citoquinas a partir de células epiteliales
intestinales estimulando asi a las células inmunes del huésped (Singh y col., 2016). La lectina
Gal / GalNAc consiste en subunidades pesadas (Hgl), ligeras (Lgl) e intermedias (Igl). Esta lectina

de 260 kDa es un heterodimero de glicoproteinas transmembrana (Hgl, 170 kDa) y
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glicosilfosfatidilinositol (GPI, Igl, 150 kDa) ligadas a la subunidad ligera (Lgl, 35/31 kDa) unidas
por enlaces disulfuro. Hgl contiene un dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) y es la
molécula clave en la adherencia amebiana (Kato y col., 2015). A partir de ahi, los trofozoitos
pueden migrar a otros 6rganos, causando infecciones extraintestinales (Tanyuksel y Petri, 2003)
(Figura 5).

Los trofozoitos se mueven extendiendo proyecciones de citoplasma, llamadas
pseuddépodos. También utilizan estas proyecciones para rodear y envolver las particulas de
alimentos. El trofozoito de E. histolytica al sentir condiciones adversas, como cambio de pH,
temperatura, o carencia de nutrientes inicia el proceso de enquistamiento, dando origen a los
prequistes y los cuales maduran a quistes tetranucleados, proceso que se va dando mientras que
el pardsito migra a través del tracto gastrointestinal hasta ser excretado en heces fecales como
quiste maduro o en casos de diarrea se pueden identificar incluso el estadio de trofozoito. Los
quistes pueden permanecer vivos fuera del huésped durante semanas o meses (Tanyuksel y
Petri, 2003).
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Figura 5. Imagen representativa del ciclo de vida de Entamoeba
histolytica (CDC, 2016).
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Amibiasis

El periodo de incubacién de la amebiasis intestinal generalmente es de 1 a 4 semanas (Tanyuksel
y Petri, 2003). En el 90% de las infecciones por E. histolytica, cursan como portadores
asintomaticos, mientras que el otro 10% presenta sintomas. Las principales formas clinicas de
infeccion por E. histolytica son la disenteria amebiana y el absceso hepatico amebiano (AHA)
(Becerril, 2011). En la disenteria amebiana, los trofozoitos invaden la mucosa intestinal y se
observa diarrea con moco y sangre (melena) y fiebre ocurre en un tercio de los pacientes
(Tanyuksel y Petri, 2003). En AHA los trofozoitos invaden de manera extraintestinal, alcanzando
el parénquima hepatico; logrando identificar en algunos casos abscesos multiples (Valenzuela y
col., 2009). Las personas con absceso hepatico amebiano pueden presentar los siguientes
sintomas: dolor intenso en la regién hepatica y en hipocondrio derecho, fiebre y pérdida de peso
(Valenzuela y col., 2009).

Durante la disenteria amebiana, los sitios que con mas frecuencia se infectan por E.
histolytica en el intestino son el colon, ciego y recto (Becerril, 2011). En ellos, los trofozoitos
causan necrosis al epitelio intestinal, penetran la mucosa y se extienden provocando una Ulcera.
Alrededor del sitio de penetraciébn se produce un foco inflamatorio que conduce a edema
redondeado con un centro necrético lleno de tejido mucoide y algunas veces hay sangre. Estas
Ulceras miden entre 0.1y 0.5 cm de didmetro (Becerril, 2011).

La infeccidn hepética resulta de la migracion de trofozoitos a través de la vena porta. En
el absceso, el parénquima hepéatico esta situado por restos necréticos con escasos trofozoitos y
células inflamatorias. La lisis de los neutrdéfilos por las amibas libera productos téxicos que
contribuyen a la destruccion del tejido. El color del fluido puede variar de amarillento a café oscuro
con apariencia pastosa (Becerril, 2011).

El diagnéstico clinico de amebiasis es dificil debido a la naturaleza inespecifica de los
sintomas; se confunde facilmente con shigelosis (Shigella dysenteriae y S. flexneri) y otras
disenterias bacterianas (Salmonella, Campylobacter y Escherichia coli) comunes en los paises
tropicales y subtropicales (Tanyuksel y Petri, 2003). La amibiasis se diagnostica con examenes
coproparasitoscopicos, mediante los cuales se identifican los estadios: trofozoitos y quistes. En
casos de sospecha de amibiasis extraintestinal como AHA, se llevan a cabo pruebas serolégicas
en las que se detectan anticuerpos mediante técnicas inmunoldgicas como ELISA; junto con la

evaluacion del dafio mediante tomografia y ultrasonidos (Becerril, 2011).
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Blastocystis spp.

Blastocystis spp. fue observado por primera vez desde el siglo XX en muchos animales,
incluyendo aves, reptiles, roedores y cerdos; sin embargo, era ignorado o considerado como
levadura hasta que, en 1912, Brumpt acufié el término de Blastocystis hominis debido a sus
trabajos realizados con heces humanas (Méndez Editores, 2000). No fue sino hasta el 2007
donde se realizé un consenso para proponer y estandarizar el nombre de Blastocystis debido a
las confusiones entre los hallazgos en reptiles y anfibios con los de mamiferos y aves. Se propuso
entonces utilizar el nombre Blastocystis spp. para evitar controversias (Stensvold y col., 2007).

Blastocystis spp. es un protozoario extracelular intestinal anaerdbico emergente,
comunmente identificado en las heces de varios animales, incluyendo humanos (Stenzel y
Boreham, 1996). Presenta morfologia de dimensiones variadas con un intervalo promedio de 5y
200 pum ya que su ciclo de vida comprende numerosas formas: quiste, granular, multivacuolar,
avacuolar, vacuolar y ameboides (Mohamed y col., 2017; Stenzel y Boreham, 1996). La forma
vacuolar es la mas comunmente encontrada en muestras fecales.

Blastocystis spp. tiene un alto polimorfismo genético y se han identificado al menos 17
subtipos (ST) morfolégicamente indistinguibles. Los ST1-ST4 son los mas frecuentemente

encontrados en humanos en todo el mundo (Villegas-Gémez y col., 2016).

Ciclo de Vida de Blastocystis spp.

El conocimiento del ciclo de vida y de la transmision esta aun bajo investigacion, por lo que solo
existe un ciclo de vida propuesto para Blastocystis spp. (CDC, 1016). Este se compone de seis
estadios morfoldgicos (Figura 6):

Forma vacuolar: Es la forma que se encuentra con mayor frecuencia en las heces de
pacientes infectados. La posicion central estd ocupada por una gran vacuola que contiene
hidratos de carbono y lipidos, con funciones de reserva o de multiplicacion celular. Esta forma
mide de 5 a 15 um, pero puede alcanzar 200 um de diametro y posee 1 a 4 nucleos.

Forma granular: Esta forma mide entre 2 y 40 um, posee 1 a 4 nucleos y presenta gran
cantidad de granulos en el citoplasma y dentro de la vacuola. Estas granulaciones tienen varias
funciones en la célula y se clasifican en 3 grupos funcionales: metabdlicos, reproductivos y

lipidicos.
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Forma ameboide: Esta forma muestra una morfologia irregular. El citoplasma puede
albergar a una o a multiples vacuolas, contiene 1 a 2 nicleos y mide entre 3y 8 um. La presencia
de particulas ingeridas (bacterias o detritos celulares) sugiere un papel en la nutricién parasitaria.

Forma quistica: Los quistes son esféricos u ovoides, miden de 2 a 40 um y estan rodeados
por una pared celular multilaminar. El contenido celular incluye mdaltiples vacuolas y depésitos de
glucogeno y lipidos. El nimero de nicleos puede variar de 1 a 4, sin embargo, los quistes aislados
son con frecuencia binucleados.

Formas multivacuolar y avacuolar: Estas formas miden alrededor de 8 um, aunque pueden
alcanzar los 200 um tienen 1 a 2 nucleos y carecen de capsula. Se han detectado ambas formas
en heces frescas y observaciones recientes han sugerido que son las formas predominantes in
vivo.

El quiste de pared gruesa presente en las heces es responsable de la transmisidén externa,
a través de la ingestion de agua o alimento contaminado. El desenquistamiento se produce en el
intestino grueso del hospedador infectando las células epiteliales del tracto digestivo y
multiplicAndose asexualmente. Las formas vacuolares del parasito dan origen a las formas
multivacuolar y ameboide. La forma multivacuolar se convierte en un pre-quiste que da origen a
un quiste de pared delgada, que se cree responsable de la autoinfecciéon. La forma ameboide da
origen a un pre-quiste, que se convierte en un quiste de paredes gruesas (Figura 7). Los quistes
de pared gruesa se excretan en las heces y son capaces de sobrevivir durante un mes a
temperatura ambiente y 2 meses a 4°C; no obstante, esta forma es sensible a las temperaturas

extremas y a los desinfectantes comunes (CDC, 2016).
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Figura 6. Estadios morfol6gicos de Blastocystis spp. @) Vacuolar; b) Granular; c) Ameboide; d)
Avacuolar; e) Quistica; f) Multivacuolar (Zhang y col., 2011).

16



Quiste de pared gruesa

.-q

1’/
auist9<195

C)GIQ Ruptura

0,00
(s
@0

Ezlids del

rribcsis O
O

j vacuclar
\F"r&qume Muhl?acuole:>
Quiste de pared O @

= \

Figura 7. Imagen representativa del ciclo de vida de Blastocystis spp. (CDC, 2016).
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Blastosistosis

Blastocystis spp. es el protozoario intestinal mas frecuente encontrado en muestras de heces
humanas en todo el mundo (Hameed y col., 2011; Thompson y Smith, 2011), sin embargo su
papel como patdégeno no esta definido hasta ahora; a pesar de esto, se han reportado las
caracteristicas clinicas de la infeccion con este parasito, las cuales incluyen sintomas
gastrointestinales como nauseas, anorexia, flatulencia y diarrea aguda o crénica (Osman y col.,
2016) y se asocia al sindrome del intestino irritable (El Safadi y col., 2016). La prevalencia de los
diferentes subtipos (ST) varia de un pais a otro y entre diferentes regiones dentro del mismo pais
(Villegas-Gémez y col., 2016). La amplia gama de respuestas a la infeccidén por Blastocystis spp.
podria estar relacionada con la diversidad genética de los especimenes morfolégicamente
indistinguibles (Santin y col., 2011).

La investigacion sobre Blastocystis spp. se ha incrementado en la dltima década, no
obstante, aunque se han descrito factores de virulencia que se asocian con la patogenicidad del
parasito (Denoeud y col., 2011), su papel patogénico continla siendo controversial ya que ha sido
identificado en individuos asintomaticos y sintomaticos en los cuales es el organismo causal de
la enfermedad; las bases moleculares y celulares para su patogenicidad tampoco han sido
completamente dilucidadas y, ademas, la falta de modelos animales adecuados para su
investigacion ha impedido que los postulados de Koch para este parasito se hayan cumplido hasta
la fecha (Ajjampur y col., 2016).

El diagnéstico parasitolégico de rutina se basa en la observacion de los elementos
parasitarios en las heces en forma directa, con agregado de lugol, o tefiidos con Giemsa. El
polimorfismo que demuestra este parasito puede dificultar su identificacion microscopica. En la
actualidad, el cultivo en medio axénico es considerado el estdndar de oro para la deteccion de
Blastocystis spp. Este método es mas sensible que la microscopia, pero insume tiempo y no esta
disponible en la mayoria de los laboratorios de diagnostico. Los métodos moleculares son una
herramienta rapida y altamente sensible para la identificacion del parasito y la deteccion de
subtipos (Del Coco y col., 2016).

Factores de Riesgo a Parasitosis

Los animales, incluyendo humanos, han desarrollado una gama de mecanismos de defensa en
contra de parasitos, las mas conocidas son aquellas que previenen infeccion o controlan la

proliferacion del parésito, es decir, los mecanismos que aumentan la resistencia del huésped
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(mucosa epitelial, péptidos antimicrobianos, células fagociticas) (Raberg, 2014); sin embargo,
también existe otro tipo de mecanismo de defensa que limita el dafio de los parésitos, a esto se
le conoce como tolerancia (genes de reparacion de tejidos y eliminacion de toxinas) (Raberg,
2014). La diferencia crucial es que la resistencia reduce el riesgo de infeccion y/o la tasa de
replicacion del parasito en el huésped, mientras que la tolerancia no (Raberg, 2014). A pesar de
esto, existen factores de riesgo que aumentan la posibilidad del desarrollo de la enfermedad.

Edad y Género en Relacion ala Zona Geogréfica

En cuanto a la edad de las personas con parasitosis, la mayoria de las investigaciones enfocadas
a protozoarios intestinales reportan que los mas propensos son los nifios menores de 10 afos
(Haidery col., 2012; Osmany col., 2016) y esto lo asocian a su bajo nivel de ingresos econémicos
como causa de desnutriciéon y estilo de vida (Boughattas y col., 2017; Kau y col.,, 2011;
Nithyamathi y col., 2016).

En cuanto al género, los reportes varian dependiendo de la regién. En Francia, el género
no representa un factor de riesgo potencial para la infeccion por Blastocystis spp. (El Safadi y
col., 2016), mientras que en Pakistan se reporté que las mujeres eran mucho mas propensas a
infeccion por Blastocystis spp. que los varones (Haider y col., 2012); de manera similar, estudios
recientes en Iran han reportado que el género no es un factor de riesgo importante para la
infeccion con Cryptosporidium spp. (Mohaghegh y col., 2017); y estudios en otras partes del
mundo difieren en que la prevalencia es mayor en mujeres (Laubach y col., 2004) o en varones
(Adlery col., 2017). A nivel mundial la prevalencia de AHA ha mostrado una prevalencia de cuatro
veces mayor en hombres que en mujeres (Valenzuela y col., 2007); sin embargo, la amibiasis se
presenta con una prevalencia mayor en mujeres que en hombres (Ramos y col., 2005; Ximénez
y col., 2010).

Estado Inmune del Huésped

En inmunocompetentes se ha visto que la repuesta a la infeccion por ciertos protozoarios
intestinales causa que ésta sea autolimitada, como es en el caso de criptosporidiosis y
blastocitosis (Del Coco y col., 2009). En personas inmunocomprometidas, ya sea por la presencia
de virus (HIV) (Haider y col., 2012), o por desnutricién (Qian y col., 2017) incrementa el riesgo de

contraer infeccidn por protozoarios.
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La desnutricion es el resultado de una discrepancia entre los requerimientos de energia-
nutrientes y la ingesta de alimentos (Barniy col., 2017). Se considera que la desnutricion ocasiona
hasta un tercio de las muertes infantiles en todo el mundo, lo que contribuye cerca de 3.7 millones
de muertes por afio entre los nifios menores de 5 afios de edad. La deficiencia de nutrientes
aumenta la susceptibilidad y la gravedad de las enfermedades infecciosas incluyendo las
parasitarias, ya que numerosos estudios le consideran como un factor muy importante como
causa de deficiencia en el sistema inmune (Black y col., 2008; Caulfield y col., 2004; Ibrahim y
col., 2014; Kau y col., 2011).

Contacto con Animales

La transmision zoondética es una de las mas comunes en la infeccién con protozoarios. Se ha
estimado que casi 450,000 casos de enfermedad por organismos entéricos pueden atribuirse al
contacto con animales cada afio (Todd, 2017). Estas infecciones pueden surgir individualmente
0 en brotes. La piel, el pelo, las plumas y la saliva pueden cargarse con organismos que pueden
ser transferidos al tocar, acariciar y alimentar a los animales (Todd, 2017). El comer y beber en
lugares cerca de animales puede incrementar el riesgo de contraer infecciones entéricas

incluyendo a las causadas por protozoarios intestinales (Todd, 2017).

Higiene y Nivel Socioecondmico

El efecto del nivel socioecondémico en las infecciones parasitarias es de naturaleza compleja y
esté estrechamente asociado con un saneamiento ambiental deficiente, comportamiento personal
y sanitario, hacinamiento y servicios de salud empobrecidos (Rajoo y col., 2017), asi como la falta
de educacién al respecto (Ngui y col., 2011). Estudios han demostrado que en las comunidades
pobres ésta red de factores de riesgo esta significativamente asociada con la alta prevalencia de
infecciones parasitarias entre estas comunidades (Ngui y col., 2011; Rajoo y col., 2017). Un
ejemplo claro de esto es la presencia de letrinas o ausencia total de retretes, lo que fomenta a
los habitantes de dichas comunidades a la defecacion indiscriminada, ya sea cerca de sus casas

0 en los rios, provocando la contaminacion de suelo y agua (Rajoo y col., 2017).
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Impacto de la Coinfeccion con Patégenos Entéricos

Se ha observado que la diarrea severa puede variar considerablemente debido a coinfeccion por
patdgenos entéricos, principalmente por la combinacién de virus como Rotavirus de grupo A,
Norvovirus y Adenovirus (Zhang y col.,, 2016). Asi mismo, la presencia del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) en algunas personas, las hace mas vulnerables a coinfeccion y
presentar complicaciones clinicas causadas por parasitos intestinales como Cryptosporidium spp.
(Fregonesi y col., 2015).

La superficie del tracto gastrointestinal esta cubierta por una capa de moco denso y
viscoso compuesto principalmente por mucinas (Kissoon y col., 2013). Las mucinas son
glicoproteinas de alto peso molecular que actian como el principal componente estructural del
moco, dando lugar a sus propiedades poliméricas, viscoelasticas y protectoras (Wang y col.,
2015). Se han identificado mas de 20 tipos de mucina y se clasifican en: mucinas formadoras de
gel (MUC2, MUC5AC, MUC5B y MUCS6); y mucinas transmembrana (MUC1, MUC3A, MUC3B,
MUC4, MUC12 y MUC17) (Wang y col., 2017). Las defensas innatas del colon incluyen a la
mucina MUC2 glicosilada como primer barrera frente a patdégenos entéricos. Esta es secretada
por las células caliciformes en el intestino (Cobo y col., 2017). Algunos protozoarios, como
Entamoeba histolytica puede adherirse a los residuos de carbohidratos presentes en la capa de
moco intestinal mediante la lectina Gal/GalNAc, posteriormente degrada el moco intestinal
(MUC2) mediante la segregacion de proteinasas (especificamente mucinasas) y, de esta manera,

llegar hasta las células intestinales (Chadee y col., 1987; Cobo y col., 2017; Lidell y col., 2006).
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del Estudio

Este es un estudio transversal descriptivo.

Criterios de Inclusién

Se analizaron las muestras de ADN total de heces de 42 pacientes con diagnéstico etiolégico y
clinico de criptosporidiosis; edad y género indistinto. Es importante mencionar que la extraccion
de ADN (Anexo 1), asi como el estudio coproparasitoscopico (tincion de Kinyoun y lugol) se

realizaron previo a este trabajo (Urrea-Quezeda y col., 2017).

Consideraciones Bioéticas

El protocolo de investigacion esta aprobado por los comités de ética de las instituciones
participantes: Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES) y Centro Médico Dr. Ignacio Chavez
(CMDICH). El consentimiento informado fue obtenido del tutor de cada participante infectado con
Cryptosporidium spp después de una clara explicacion de los objetivos de la investigacion (Anexo
2).

Amplificacion del Gen de la Subunidad Pequefia Ribosomal (SSU rDNA) de Blastocystis
spp. y de la Regién Intergénica SQ de Entamoeba histolytica Mediante Reaccién en

Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se etiquetd un tubo como mezcla de reaccién para cada marcador molecular y se vacio en él los
reactivos por orden (Tabla 1). Se multiplicaron todos los reactivos por el total de muestras a
amplificar con objeto de que al realizar esta mezcla se vaciara la cantidad exacta de los reactivos
que conforman la mezcla de reaccion y sea la cantidad adecuada para que se pueda llevar a
cabo la amplificacion. Se prepararon los tubos controles, los tubos muestra y se colocaron en el
termociclador MyCycler™ (BIO RAD) se encendi6é y programd con las condiciones especificas

segun los iniciadores utilizados (Santin y col., 2011; Valenzuela y col., 2009) (Tabla 2).
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Tabla 1. Mezcla de reaccion para la amplificaciéon del gen de la subunidad

pequefia ribosomal (SSU rDNA) de Blastocystis spp. y de la region intergénica

SQ de Entamoeba histolytica.

SSUrDNA de SQ de Entamoeba
Blastocystis spp. histolytica

Reactivo Volumen Volumen
Agua 28.1 L 13.9 uL
Amortiguador (10X) 5.0 uL 2.0 uL
MgClz (25 mm) 3.0 uL 1.2 uL
Albumina (10 mg/dL) 2.0 L _
Desoxinucledtidos (1.25 mM) 8.0 uL 1.6 pL
Iniciadores

SSU rDNA 5’ (10 uM) 1.3 L 0.1 pL

SSU rDNA 3’ (10 uM) 1.3 L 0.1 pL
Taq polimerasa (2.5 U/ uL) 0.3 uL 0.1 pL
Muestra 1.0 uL 1.0 uL
Total 50.0 pL 20.0 pL
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Tabla 2. Condiciones del termociclador para la amplificacion del gen de la
subunidad pequefa ribosomal (SSU rDNA) de Blastocystis spp. y de la region
intergénica SQ de Entamoeba histolytica.

SSU rDNA SQ
Tiempo Tiempo
Temperatura Temperatura ]
(segundos) (minutos)

Inicial 94°C 180 95°C 10
94°C 45 94°C 0.5
35 ciclos 55°C 45 59°C 0.5
72°C 60 72°C 0.5

Final 72°C 420 72°C 8

Para amplificar una region polimoérfica de ~480 pb del gen de la subunidad pequefa
ribosomal (SSU rDNA) de Blastocystis spp. se emplearon los siguientes iniciadores: SSU rDNAS’
y SSU rDNA3’ (Santin y col.,, 2011). Para amplificar una region intergénica del ARN de
transferencia de Entamoeba histolytica se emplearon: SQ5 y SQ3’ (Valenzuela y col., 2009)
(Tabla 3); los cuales amplifican un segmento de 480 y 360 pb respectivamente.

Tabla 3. Secuencia de los iniciadores utilizados en las reacciones de PCR para la
amplificacién del gen de la subunidad pequefia ribosomal (SSU rDNA) de Blastocystis

spp. y de la regién intergénica SQ de Entamoeba histolytica.

Iniciadores Secuencia Pares de bases (pb)
SSU rDNAY GGA GGT AGT GAC AAT AAATC 480
SSU rDNA3Z’ TGCTTT CGC ACTTGT TCATC 480

SQ5’ GTG GTC TAA GG CGT GTG ACT 360

SQ3’ GTG GGACCACTTTTT ATACCT A 360
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Revelado Mediante Electroforesis de los Amplicones Productos de PCR

Se preparo el gel de agarosa al 1.2%. Para lo cual pesaron 0.36 g de agarosa y se disolvieron en
30 mL de amortiguador TAE 1X con Sybersafe. Se calentaron los reactivos (Gel de agarosa y
Buffer TAE 1X con Sybersafe) dentro del microondas en un frasco de vidrio por 25 segundos, se
esperd a que enfriara y se dejo gelificar en el soporte para el gel. El gel se monté en la cAmara
de electroforesis y se agregd aproximadamente 300 mL de solucion TAE 1X. En el primer pocillo
del gel se agregaron 2 pL del marcador de pares de bases Tracklt™ 100 bp DNA Ladder
(invitrogen; EUA) mezclado con 2 L de amortiguador de carga. Para los siguientes siete pocillos
se mezclaron 7 yL de amplicon y 2 pyL de amortiguador de carga. Se realizd la corrida
electroforética con 80 volts por cincuenta minutos. Acabado el tiempo se escurrio el gel y se

colocé en un fotodocumentador GelDoc™ XR+ (BIO RAD) para tomar la foto.

Analisis Estadistico

Para el analisis de resultados se determin6 el porcentaje de coinfeccibn en pacientes con
criptosporidiosis en tablas del programa Excel.
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RESULTADOS

Edad y Género de los Participantes

Se diagnostico la coinfeccion de Entamoeba histolytica y Blastocystis spp. en 42 muestras del
ADN extraido de pacientes con criptosporidiosis, todos ellos < 9 afios de edad. El 88.1% (37/42)
de los nifios fueron <4 afios (Tabla 4). El 52.4% de los casos reclutados en el estudio son del

sexo masculino (22/42).

Coinfeccién de los Casos con Criptosporidiosis

En el 7.14% (3/42) de las muestras de ADN analizadas se encontré coinfeccién con Blastocystis
spp. Y en ningun caso se identificé a Entamoeba histolytica (Tabla 4); sin embargo, es importante
mencionar una discrepancia entre esos resultados y el resultado de la observacién directa con
lugol reportado en estudio previo; ya que se tenia reporte de un caso con Blastocystis spp. el cual
resultd negativo por PCR. Ademas, los casos positivos a Blastocystis spp. por PCR se reportaron
negativos a la tincion con lugol (Figura 8). No encontramos coinfeccion mediante PCR con E.
histolytica (Figura 9); sin embargo, en el estudio previo se reportaron dos muestras con quistes
de E. histolytica / E. dispar.

Caracteristicas Clinicas de los Casos Coinfectados con Blastocystis spp.

Los tres casos de coinfeccion de Cryptosporidium spp. y Blastocystis spp. coincidieron con la
especie infectante, la cual resulté ser C. parvum. Dos de ellos del sexo masculino (6 y 7 afios de
edad) y uno del sexo femenino (7 afios de edad) (Tabla 4). Los nifios de 7 afios de edad provienen
del Internado Cruz Galvez y el nifio de 6 afios del Departamento de Infectologia del HIES con
diagnéstico VIH ademas de Herpes virus, gastroenteritis aguda, desnutricion severa, y
candidiasis oral. Mientras que el segundo paciente masculino presentd flatulencias, dolor
abdominal y nauseas. En el caso del paciente femenino no se lograron obtener datos de las

manifestaciones clinicas ya que no se consiguié acceso a su expediente (Tabla 4).

Caracteristicas Clinicas de los Casos Monoinfectados.
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La gastroenteritis aguda (GEA) se presenté en el 76.9% (30/39) de los casos monoinfectados con
Cryptosporidium spp., siendo el sintoma mas frecuente seguido de fiebre con el 33.3% (13/39),
desnutricion con el 28.21% (11/39), deshidratacion 17.95% (7/39) y el 7.7% (3/39) present6 dolor
abdominal sin diarrea (Tabla 4).

Los once casos con desnutricién estaban acompafiados de GEA, de los cuales, el 63.6%
(7/11) son nifias; tres de ellas presentaban desnutricion severa; seis eran menores de 1 afio de
edad y una de 3 afios. De los cuatro nifios con desnutricién, dos presentaron desnutricion severa
(de 1y 9 afios de edad), uno desnutricibn moderada (1 afio de edad) y uno desnutricion leve (2
afos de edad).

El 84.6 % (11/13) de los casos que presentaron fiebre eran menores de dos afos de edad,
y de ellos, el 76.9% (10/13) presentaban GEA. De los trece casos con fiebre solo tres presentaban
otro tipo de infecciones como conjuntivitis y neumonia, otitis aguda e infeccion de vias urinarias

respectivamente.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas

de nifios con criptosporidiosis y coinfeccion con otros

parasitos.
COINFECCION | COINFECCION
3 MANIFESTACIONES | Blastocystis Entamoeba
ESPECIE | EDAD | GENERO :
CLINICAS spp. histolytica
Lugol / PCR Lugol / PCR
C. hominis
S14 5M F GEA, DL - - - -
S37 5M F GEA, DS, F, CJ, NE - - - -
S3 9M M GEA, DH - - - -
S4 9M F GEA DL, DH,NE - - - -
S29 9M F GEA - - - -
S2 1A M DM, GEA,NE, EGP - - - -
S17 1A M GEA - - - -
S30 1A M GEA, DS - - - -
S31 1A F GEA, DL - - - -
S32 1A M GEA - - - -
S46 1A F GEA, DL - - - -
S20 2A F SD - - - -
S24 2A M GEA - - - -
S15 3A F GEA, DS - - - -
S18 3A M GEA - - - -
S19 4A F GEA - - - -
C. parvum
S10 1A F DC, GEA - - - -
S41 1A F GEA - - - -
S42 1A F GEA - - - -
S16 2A M OA - - - -
S40 2A F GEA - - - -
S44 2A M DS - - - -
S47 2A M AF, Ell + - + -
S9 3A F GEA - - - -
S13 3A M GEA, DH - - - -
S23 3A F GEA - - - -
S38 3A M SD - - - -
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S8 4 A F GEA - - - -
S11 4 A M GEA - - - -
S26 5A F GEA = = = -
S27 5A M GEA - - - -
S12 6 A M DS, GEé,c;/IH, HV, i . i _
S45 6 A M SD - - - -
S21 7A F SD - + - -
S33 7A M FL, DA, N - + - -
S43 8A F VU = = = -
S1 9A M VIH, GEA, S, DS, CO - - - -
C. canis
S39 1A M SD - - - -
S22 2A M DL - - + -
S25 2A M DA, F - - - -
Sin Caracterizacion Molecular
S48 4 F DA, FL - - - -
S49 1 M GEA - - - -

A, afos; M, meses; GEA, gastroenteritis aguda; DS, desnutricion severa; DL, desnutricion leve;
DM, desnutricion moderada; SD, sin diagnostico; Ell, enfermedad Inflamatoria Intestinal; AF,
Anemia ferropénica; F, fiebre; FL, flatulencias; CJ, conjuntivitis; NE, neumonia; DH,
deshidratacion; EGP, enfermedad granulomatosa pulmonar; OA, otitis aguda; VIH, virus de
inmunodeficiencia humana; HV, herpes virus; CO, candidiasis oral; DA, dolor abdominal; N,

nauseas; IVU, infeccidn en las vias urinarias; S, sepsis.
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Figura 8. Imagen representativa de una electroforesis de la amplificacion de una region
polimoérfica del gen SSU rDNA de Blastocystis spp. Carril 1: marcador de pares de bases Tracklt™
100 bp ADN Ladder (invitrogen; EUA); carril 2: control positivo; carril 3: muestra S30; carril 4:
muestra S31; carril 5: muestra S32; carril 6: muestra S33; carril 7: muestra S37; carril 8: control
negativo.
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Figura 9. Imagen representativa de una electroforesis de la amplificacién de la region intergénica
SQ de Entamoeba histolytica. Carril 1: marcador de pares de bases Tracklt™ 100 bp ADN Ladder
(Invitrogen; EUA); carril 2: control positivo; carril 3: muestra S25; carril 4: muestra S26; carril 5:

muestra S27; carril 6: muestra S29; carril 7: muestra S30; carril 8: control negativo.
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DISCUSION

Comparando los resultados del diagnéstico etiolégico de parasitos intestinales realizado
anteriormente por observacion directa con lugol y en el presente trabajo por biologia molecular
(PCR), respecto a los casos de Blastocystis spp., la discrepancia observada entre los resultados
de ambos métodos puede deberse a la baja sensibilidad de la microscopia Optica. En el caso de
E. histolytica se sabe que es morfolégicamente indistinguible a E. dispar, y ya que al utilizar PCR
para la identificacidn de E. histolytica se encontré un resultado negativo, podria indicar que lo que
se identificé en dos casos anteriormente en la observacion con lugol fuera E. dispar.

En la mayoria de los reportes de criptosporidiosis mencionan que solo en algunos casos
los pacientes presentan fiebre atribuida a Cryptosporidium spp.; a pesar del alto porcentaje de
los casos con fiebre y monoinfectados del presente estudio (76.9%), no podemos considerar a
Cryptosporidum spp. el causante de la misma, ya que es importante mencionar que dentro de las
limitantes del estudio es que no se determind la presencia de virus (rotavirus), los cuales son
mayormente asociados a fiebre.

Ninguno de los casos de criptosporidiosis incluidos en este estudio resultaron coinfectados
con E. histolytica, a pesar de que sabemos que las lectinas de ambos parasitos comparten
afinidad por Gal/NAcCGAI y que estamos en una zona endémica de amebiasis; sin embargo,
debido a que solo se analizaron los pacientes en un momento dado (con criptosporidiosis) no
podemos afirmar que estos pacientes tuvieron o vayan a tener amibiasis. La respuesta inmune
gue se monta hacia los parasitos intestinales depende del estado nutricio, factores genéticos, asi
como frecuencia de reinfeccion.

En el presente trabajo, identificamos coinfeccion en tres casos con Blastocystis spp. y
Cryptosporidium spp.; sin embargo, no se logro realizar un analisis de resultados para determinar
el impacto en el deterioro en la salud de los pacientes debido a la variabilidad del cuadro clinico
en los tres casos. Aunque el papel como patégeno de Blastocystis spp., sigue siendo
controversial, el impacto que se observa en los casos monoinfectados con Cryptosporidium spp.
es de importancia critica, y pasé a segundo término la coinfeccidén con Blastocystis spp.

De la revision bibliogréfica llevada a cabo para el marco teorico para este estudio, se
encontaron escasos reportes del impacto de coinfeccion por protozoarios intestinales; la mayoria
de los reportes discuten el impacto de la coinfeccidn de los protozoarios y virus. En este estudio
podemos notar que, aunque la coinfeccion entre estos protozoarios no fue frecuente, su analisis
es imprescindible para determinar si las manifestaciones clinicas fueron propiamente causadas

por Cryptosporidum spp.
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En reportes publicados recientemente sobre coinfeccion de parésitos intestinales en
pacientes con leishmaniasis visceral se determind que estos no afectan ni la severidad clinica ni
el resultado al tratamiento (Tajebe y col., 2017); asi mismo en otro reporte no encontraron
asociacion estadisticamente significativa entre los casos coinfectados con Blastocistis spp. y
parasitos intestinales con los sintomas, edad, género y caracteristicas sociodemograficas
(Ramirez y col., 2017).

Independientemente de que no se encontré un alto porcentaje de coinfeccion de
Blastocystis spp. y E. histolytica en los casos de criptosporidiosis, esto impidié determinar la
asociacion de coinfeccién con la serveridad de los sintomas y se not6 que la monoinfeccién con
Cryptosporidum spp. es suficiente para atender en tiempo y forma los casos que se identifican,

ya que, si estos no se atienden pueden afectar impactantemente el desarrollo sobre todo en nifios.
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CONCLUSIONES

Las manifestaciones clinicas presentadas en los cuarenta y dos pacientes son propias de
la infeccién con Cryptosporidum spp. y los tres casos en los que se logré determinar
coinfeccion con Blastocystis spp., no se pudo analizar si dicha coinfeccion fue
determinante para que los signos y sintomas de los mismos fueran de mayor

consideracion.

Se descarto la coinfeccion de Entamoeba histolytica y Cryptosporidium spp., a pesar de
que estos parasitos comparten la misma afinidad de sus lectinas (Gal/NAcGAI); por lo que
no pudimos determinar si la coinfeccion de estos dos protozoarios reconocidos por su

virulencia, genera mayor problema de salud en los pacientes.

Es importante determinar el o los agentes etiolégicos en casos de gastroenteritis aguda,

para poder brindar un tratamiento adecuado a los pacientes.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de Extraccion de ADN Utilizado en un Estudio Previo.

Protocolo ZR Fecal DNA MiniPrep™

Agregar 500 pL en 100 mL de beta-mercaptoetanol al ADN Fecal Binding Buffer.

1.

10.

11.

Agregue 150 mg de muestra de heces a un ZR BashingBead Lysis Tube. Afadir 750 uL de

Lysis Solution al tubo.
Colocar en voértex ZR BashingBead™ Lysis Tube a la maxima velocidad por 5 minutos.

Centrifugar el ZR BashingBead™ Lysis Tube en una microcentrifuga a 210,000 x g durante

1 minuto.

Transferir 400 pL del sobrenadante a un filtro de Zymo-Spin™ [V Spin Filter (tapon naranja)
en un tubo de coleccion y centrifugar a 7,000 rpm (~ 7,000 x g) durante 1 minuto.

Afadir 1,200 pL de Fecal DNA Binding Buffer para el filtrado en el tubo de coleccién del paso
4.

Transferir de 800 pL de la mezcla del paso 5 a Zymo-Spin™ [IC Column en un tubo de
coleccién y centrifugar a 10,000 x g durante 1 minuto.

Descartar el tubo de coleccion y repetir el paso 6.

Afadir 200 pL de DNA Pre-Wash Buffer al Zymo-Spin™ [IC Column en un nuevo tubo de

coleccion y centrifugar a 10,000 x g durante 1 minuto.

Afiadir 500 pL de Fecal DNA Wash Buffer al Zymo-Spin™ [IC Column y centrifugar a 10,000

X g durante 1 minuto.

Transferir el Zymo-Spin™ [IC Column a un tubo eppendorf de 1.5 mL limpio y afiadir 100 pL
DNA Elution Buffer directamente a la columna. Centrifugar a 10,000 x g durante 30 segundos

para eluir el ADN.

Transferir el ADN eluido del paso 10 a Zymo-Spin ™ [V-HRC Spin Filter (centrifugar
previamente a 8,000 x g por 3 minutos) (tapon verde) en un tubo eppendorf de 1.5 mL limpio.

Centrifugar exactamente a 8,000 x g durante 1 minuto.
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Anexo 2. Consentimiento Informado Presentado a los Tutores de los Pacientes

Participantes.

UNIVERSIDAD DE SONORA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

“Caracterizacion molecular e inmunolégica de genotipos de Cryptosporidium spp.
en pacientes sintométicos y asintomaticos”

. DATOS GENERALES.

1. NUMERO DE FOLIO:

II. IDENTIFICACION.

2. NOMBRE DEL PACIENTE:

(Apellido paterno, materno y nombre)
3. EDAD:
4. SEXO:

5. LUGAR DE RESIDENCIA (COLONIA):

IlI. INDICE DE NIVEL SOCIOECONOMICO.

6. NUMERO DE PERSONAS QUE HABITAN SU CASA:

7. NUMERO DE CUARTOS EN LA VIVIENDA:

8. MATERIAL DE PISO DE LA VIVIENDA:

CON RECUBRIMIENTO (LOZETA, MOSAICO, MADERA): CEMENTO:
TIERRA:
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9. AGUA POTABLE:

ENTUBADA DENTRO: ENTUBADA FUERA: PIPA: POZO: OTROS:

10. ELIMINACION DE EXCRETAS:

EXCUSADO CON DRENAJE: FOSA SEPTICA: LETRINA: OTROS:

11. ESCOLARIDAD:

12. CONTACTO CON ANIMALES:

DOMESTICOS: PERROS GATOS AVES ANIMALES DE
TRASPATIO GRANJAS: GALLINAS CERDOS

13. SI LA RESPUESTA A LA PREGUNTA ANTERIOR ES AFIRMATIVA, ESPECIFIQUE
FRECUENCIA DE LIMPIEZA DE EXCRETAS:

14. PLAGAS EN LA VIVIENDA O COLONIA: RATAS CUCARACHAS
MOSCAS GARRAPATAS GUINAS CHINCH
ES MOSQUITOS GRILLOS CORUCOS/GORGOJOS (HARINAS)

OTROS (ESPECIFICAR)

15. LA VIVIENDA CUENTA CON MOSQUITERO: SI NO

V. HABITOS DE HIGIENE (MADRE O TUTOR).

16. SE LAVA LAS MANOS

a) ANTESDECOMER: SI__ NO___

b) ANTES DE PREPARAR LOS ALIMENTOS: Sl NO

c) DESPUES DE IR AL BANO: Sl NO

d) DESPUES DE ESTAR EN CONTACTO CON ANIMALES: SI NO
17. PREPARA ALIMENTOS PARA CONSUMO FAMILIAR: S| NO

18. CONSUME ALIMENTOS EN LA VIA PUBLICA: Sl NO EN OCASIONES
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19. TOMA AGUA HERVIDA: Sl NO

V. ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

20. ENFERMEDAD DIARREICA: SI NO

21. SI LA RESPUESTA A LA PREGUNTA ANTERIOR ES AFIRMATIVA ESPECIFIQUE:

a) NUMERO DE EVENTOS POR ANO:

b) FECHA DEL ULTIMO EPISODIO:
c) TIEMPO DE DURACION
d) PRESENCIA DE MOCO Y SANGRE
e) COMPLICACIONES (HOSPITALIZACION),
f) TRATAMIENTO.

VI. SITUACION ACTUAL

22. PESO:
23. TALLA:

24. FECHA DE LA ULTIMA DESPARASITACION:

25. TRATAMIENTO: CULMINO S NO

26. CUADRO CLINICO ACTUAL DE PROBLEMAS GASTROINTESTINALES:

(Tiempo de duracién, presencia de moco y sangre, complicaciones, hospitalizacion, tratamiento,

dolor abdominal, fiebre, dolor de cabeza, nduseas, vomito, flatulencias).
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN PROYECTO

“Caracterizacion molecular e inmunoldgica de genotipos de Cryptosporidium spp.

en pacientes sintométicos y asintomaticos”

Responsable del Proyecto: Dra. Olivia Valenzuela Antelo

Sede donde se realizara el estudio: Universidad de Sonora, Departamento de Ciencias Quimico
Bioldgicas

Nombre del padre o tutor (fecha):

Se le invita a participar en este estudio de investigacién. Antes de decidir si participa o no, debe
conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como
consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto
gque le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que
firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted y su
hijo/a, habitos y antecedentes médicos, y sus respuestas seran incluidas en una base de datos
para su andlisis. Una vez que acepte participar se le pedira que nos done 3 muestras de heces y
una muestra de suero de su hijo/a. Todos los procedimientos diagndsticos seran por parte de la
Universidad de Sonora y Usted sera informado de los resultados obtenidos.

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio esté considerado como de bajo riesgo de acuerdo a la Ley General de Salud ya que
sélo implica la recoleccion de muestras de heces y suero, TOTALMENTE VOLUNTARIO.
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ACLARACIONES

» Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion.
+ Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aun cuando el

Investigador responsable no se lo solicite, informando las razones de su decision, la cual sera
respetada en su integridad.

* No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.
* No recibira pago por su participacion.

* En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada sobre el mismo al
Investigador responsable.

* La informacién obtenida en este estudio, puede ser publicada en revistas cientificas de impacto
nacional o internacional; sin embargo, la identidad de los participantes en el estudio, sera
mantenida con estricta confidencialidad.

+ ES IMPORTANTE INFORMARLE QUE LA SECRETARIA DE SALUD DEL ESTADO ESTA
INFORMADA DEL DESARROLLO DE ESTE PROYECTO.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea,
firmar esta Carta de Consentimiento Informado.

Dudas y/o aclaraciones:

Dra. Olivia Valenzuela Antelo. Email: valenzuela.o@gmail.com.

Teléfono: 2592163-2592164.
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