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Resumen

Blastocystis spp. es un parasito intestinal que presenta la mayor prevalencia en los
examenes coproparasitoscopicos; su amplia diversidad morfolégica y genética,
permite identificar diferentes estadios morfolégicos y al menos 17 linajes
ribosomales, conocidos como subtipos (ST) basados en su identificacién por el
gen 18S rDNA. Se ha argumentado que el gen 18S rDNA podria no ser el
marcador de eleccion para discriminar entre cepas de un mismo ST debido a su
amplio polimorfismo intragenémico, lo que contribuye junto con otros factores a
establecer sin duda su papel patégeno. Por otro lado, la piruvato: ferredoxin
oxidoreductasa es una enzima conservada que se ha identificado en el MLO de
Blastocystis; su papel central en la obtencion de energia para este y otros
organismos anaerobios la hace un blanco prometedor para identificar cepas de

este parasito.
Objetivo

El objetivo de este estudio fue evaluar la diversidad genética del gen PFOR en

aislados de Blastocystis de nifios sintomaticos.
Método

Se analizaron 192 muestras de materia fecal de nifios residentes del Estado de
México, que presentaban sintomas de diarrea y/o dolor abdominal. Los exadmenes
coproparasitoscépicos revelaron a Blastocystis spp. como Unico parasito en 21
muestras. Estas muestras fueron analizadas por PCR para las regiones de interés
del gen 18S rDNA y el gen PFOR. Se obtuvieron las secuencias de los amplicones
y fueron analizadas para determinar la variabilidad genética de la region de interés

para el gen PFOR.
Resultados

El analisis de las secuencias del gen 18S rDNA mostré que el subtipo ST3 de
Blastocystis fue el mas frecuente con un 43%, seguido del ST1 con 38%, ST2 con

14% y ST7 con 5%. Ademas, se usaron oligonucleotidos subtipo especifico y se

10



encontré que en dos muestras existia coinfeccién con los subtipos ST1 y ST2
(10%).

La reconstruccion filogenética por inferencia Bayesiana mostr6é que las secuencias
del gen PFOR se agruparon en tres clusteres, dos de ellos contienen secuencias

de diferentes subtipos y solo un cluster agrupé secuencias del subtipo ST3.

Los valores de la diversidad nucleotidica (r) y el polimorfismo de haplotipo (6) del
analisis del gen 18S rDNA fueron similares entre ST1y ST2 (n~0.025 y 6~0.036).
Interesantemente, los valores © y 6 para el subtipo ST3 fueron aproximadamente

10 veces mas bajos (n~0.004 y 6~0.005).

Para el gen PFOR una tendencia similar fue encontrada; los clusteres | y Il
tuvieron valores de (n~0.05 y 6~0.05), mientras que para el cluster Il se encontro

valores seis veces mas bajos (r~0.008 y 6~0.009).
Conclusiones

Aunque el marcador PFOR no permitié diferenciar a Blastocystis en subtipos, se
encontré una baja variabilidad genética para las muestras del subtipo ST3 usando
los marcadores PFOR y 18S rDNA, lo que sugiere una perspectiva epidemiolégica

particular que lo distingue de los otros subtipos.
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1. Marco tedrico

Blastocystis spp.

Blastocystis spp. es el parasito intestinal con alta variabilidad morfologica y
genética y presenta la mayor prevalencia en humanos (Gentekaki et al., 2017). Es
un eucariota anaerobio inmévil ubicado en el supergrupo SAR dentro de los
stramenopiles (Burki et al., 2007). Se distingue por tener organelos de doble
membrana que contienen un genoma con un numero variable de cromosomas
(Denoeud et al., 2011; Upcroft et al., 1989) y reciben el nombre de organelos
semejantes a mitocondria (MLO) (del inglés Mitochondria-Like Organelle)
(Wawrzyniak et al., 2008).

1.1. Morfologia

Blastocystis spp. presenta una gran variabilidad morfolégica con cuatro estadios,
formas o morfotipos (D’Alfonso et al., 2017) bien caracterizados: quiste, vacuolar o
de “cuerpo central”, ameboide y granular, los tres ultimos conocidos también como
formas tréficas (Ajjampur y Tan, 2016; Tan, 2008) que se pueden observar tanto
en materia fecal como en cultivo, otros estadios menos frecuentes son los
avacuolares y multivacuolares, de los que se registra su presencia en heces recién
emitidas o diarreicas, respectivamente (Chandrasekaran et al., 2014; Zhang et al.,
2012a)

El estadio de “cuerpo central” mide entre 5 y 15 ym, presenta una gran vacuola
gue llega a ocupar hasta el 90% de la célula, desplazando al citosol, a los ndcleos,
aparato de Golgi, reticulo endoplasmico y MLOs a una zona periférica estrecha
que tiene aspecto de banda o vaina gruesa facilmente vista al microscopio, en
excretas recientes, se le puede distinguir una capa fibrilar de grosor variable

(Parija y Jeremiah, 2013; Yason y Tan, 2015), figura 1.

El estadio granular con tamafio de 15 a 25 uym, guarda gran parecido con el
vacuolar excepto por la presencia de gran cantidad de granulos tanto en la

vacuola central como en la banda citopladsmica (Sekar y Shanthi, 2015). Se ha

12



comprobado, in vitro, que este estadio se puede inducir a partir de la forma
vacuolar (Zhang et al., 2012b; Thergarajan et al., 2018), como lo habian sefialado

previamente Stenzel y Boreham (1996).

El estadio ameboide usualmente mide entre 3 a 10 um, se identifica
principalmente en muestras diarreicas (Parija y Jeremiah, 2013) y puede presentar
de una a dos extensiones citoplasmaticas semejantes a seuddpodos, los que no
se relacionan con movilidad. Se ha propuesto como el morfotipo intermediario
entre el vacuolar y el quiste, y como la forma que facilita la obtencion de nutrientes

para sobrevivir en la enquistacion (Zhang et al., 2012b; Sekar y Shanthi, 2015).

El estadio de quiste mide de 3 a 5 um, se asume como la forma de resistencia y
de transmision del parasito (Poirier et al., 2012). Son esféricos u ovales, contienen
de 1 a 4 ndcleos con una pared trilaminar; por su tamafio tan pequefio es
facilmente confundido con otras células o artefactos (Tan, 2008). Estas formas se
observan en el 20 a 30% de las muestras de materia fecal (Suresh y Smith, 2004;
Rene et al., 2009; Stensvold y Clark, 2016) por lo que se ha propuesto que su

excreta es intermitente (Stensvold et al., 2009b).

Asimismo, se ha observado que a temperatura ambiente y suspendidos en agua
sobreviven hasta 19 dias, a 4°C en agua hasta 14 dias, en ambientes secos a
temperatura ambiente y a 4°C subsisten hasta 3 dias, pero a 37°C carecen de
viabilidad. No toleran condiciones extremas de temperatura (-20°C a 50°C) y se ha
demostrado que resisten a concentraciones de hasta 2.2 ppm de cloro (Villalobos
et al., 2014, Parija y Jeremiah, 2013; Moe et al., 1999; Zaki et al., 1996).
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Figura 1. Ultraestructura de Blastocystis spp.

(a) Se observa la predominante vacuola central y un nucleo con cromatina condensada-excéntrica; (b) se
aprecian los organelos semejantes a mitocondria que comunmente se ubican junto a los nucleos y se
pueden observar con microscopia de campo claro como puntos refringentes; (c) la cubierta externa

compuesta de polisacaridos, posiblemente relacionada con la citoadherencia (Wawrzyniak et al., 2013).

1.2. Ciclo de vida

El ciclo de vida de Blastocystis sigue en investigacion por no contar con un modelo
bioldgico en el que se pueda comprobar la presencia de los diversos estadios que
presenta este parasito (Sekar y Shanthi, 2013; Parija y Jeremiah, 2013). En su
mayoria las investigaciones concuerdan en la existencia de varios hospederos

para Blastocystis (Alfellani et al., 2013c).

Una vez que se lleva a cabo la ingestion de los quistes, el parasito se desenquista
en el intestino delgado y desarrolla el estadio vacuolar, posteriormente se divide
por fisibn binaria y puede desarrollar los morfotipos granular o ameboide, su
transito por el intestino grueso produce la formacién de quistes, los que son

excretados con las heces (Tan, 2008), figura 2.
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Con respecto a su modo de reproduccién, la fision binaria es el modo mas
aceptado; es interesante mencionar que en algunas investigaciones que las que
utilizaron la microscopia electronica [(TEM) y (SEM)], proponen que pudiera existir
también la plasmotomia y la gemacion (Tan y Suresh, 2007; Zhang et al., 2012b;
Thergarajan et al., 2018). Ademas, se ha encontrado que la influencia de algunos
estimulos adversos (p. €j. incubacion a 41°C o exposicion al metronidazol) pueden
conducir a la transformacion hacia el estadio granular para producir un mayor
namero de células viables, por ello se ha propuesto que pueden existir otros

modos de reproduccion (Dhurga et al., 2016), (Thergarajan et al., 2018).

La propuesta para la transmision de la blastocistosis es por via fecal-oral. La
infeccion se asocia a medidas de higiene deficientes, contacto directo con
animales, principalmente de abasto, asi como al consumo de alimentos y agua
contaminados por quistes, por lo que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
reconoce a Blastocystis spp. como patdégeno rango 3, que es la categoria
asignada a las parasitosis zoonoticas transmitidas por el agua (Dufour, 2012; Lee
et al., 2012; Moreno et al., 2018).

Figura 2. Propuesta para el ciclo de vida de Blastocystis spp.
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El quiste se asume como la forma infectiva. Las formas troficas estarian relacionadas con el modo de

reproduccién. Se reconoce su potencial zoonético y baja afinidad por hospedero (Tan, 2008).
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1.3. Potencial patégeno

La amplia variabilidad morfolégica y genética inter e intra-subtipo, las
manifestaciones clinicas inespecificas y la falta de un modelo animal, han sido
variables de incertidumbre para establecer sin lugar a duda la patogenicidad de
Blastocystis (Ajjampur 'y Tan, 2016). Sin embargo, existe evidencia
epidemioldgica, clinica y experimental que sugiere fuertemente su potencial
patégeno (Maravilla et al., 2017), probablemente dependiente de subtipo (Ajjampur
y Tan, 2016; Alfellani et al., 2013b).

Estudios in vitro, in vivo y ex vivo han aportado evidencias del posible potencial
patégeno de este parasito identificando factores de virulencia que conducen a la
alteracion de la homeostasis intestinal. EI modelo para la patogenicidad
actualmente aceptado propone los siguientes mecanismos bioquimicos: apoptosis
del enterocito, degradacién de las proteinas de unidén estrecha, induccion de
citocinas proinflamatorias e inhibicion del éxido nitrico sintetasa (INOS) (Poirier et
al., 2012; Ajjampur et al., 2016), figura 3.

Se ha sugerido que los principales promotores de la patogenicidad de Blastocystis
serian la adherencia al epitelio intestinal de las formas tréficas (Ajjampur et al.,
2016) y la liberacion de proteasas de cisteina. Esta Ultimas influyen en la
respuesta inflamatoria e inmune del hospedero, ya que inducen la sobre expresion
del gen de la interleucina 8 (IL-8) a través de la activacion del factor nuclear kB
(Puthia et al., 2008), causando trastornos fisiol6gicos, como la disrupcion de las
uniones estrechas entre enterocitos y el aumento de la permeabilidad, tal como se
observa en el sindrome de intestino irritable (Sll) (Puthia et al. 2008; Stensvold et
al., 2009b; Poirier et al., 2012; Jiménez-Gonzalez et al., 2012; Lepczynska et al.,
2016).

Los dos factores de virulencia de la familia de proteasas de cisteina propuestos
son: la legumaina y la catepsina B que se ven involucradas en la apoptosis de la

célula del epitelio intestinal (Nourrisson et al., 2016).
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Por otro lado, también se propone que Blastocystis tiene efectos
inmunomoduladores mediante la degradacion de glucoproteinas como la IgA
secretora que es la principal inmunoglobulina de defensa de la mucosa intestinal
(Puthia et al., 2005) y probablemente causa la disbiosis del microbiota intestinal
por accion de metabolitos secundarios producidos por la policétido sintasa
(Wawrzyniak et al., 2013).

Figura 3. Propuesta del modelo para la patogenicidad de Blastocystis spp.
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Se propone que el parasito induce apoptosis del enterocito, degradacion de las proteinas de unidn estrecha,

induccién de citocinas proinflamatorias e inhibicion del dxido nitrico sintetasa (iNOS) (Ajjampur y Tan, 2016).

1.4. Caracteristicas clinicas de la blastocistosis

La sintomatologia asociada a la infeccidbn por Blastocystis puede incluir
presentacion intestinal como extraintestinal. Las caracteristicas clinicas
intestinales son autolimitadas e inespecificas y comprenden principalmente diarrea
aguda o cronica y dolor abdominal (Thergarajan et al., 2018), en ocasiones suelen
presentarse flatulencia, nausea, anorexia y distensién abdominal (Clark et al.,
2013). Dentro de la sintomatologia extraintestinal se sefialan alteraciones

cutaneas como la urticaria (Casero et al., 2015; Verma y Delfanian, 2013).
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Estudios realizados en nifios han asociado la infeccion por Blastocystis con dolor

abdominal y diarrea (Sari et al., 2017; Toro Monjaraz et al., 2017).

En adultos, se reconoce que la manifestacion clinica mas importante que se
relaciona con blastocistosis es el sindrome de intestino irritable (SlIl) (Yakoob et
al., 2010; Ragavan et al., 2015; Ajjampur y Tan, 2016). Estudios recientes en
pacientes mexicanos mostraron que Blastocystis se asocia con el desarrollo de SlI
y diarrea, y que si la persona es portadora del alelo G de la IL-8 puede aumentar
hasta cuatro veces el riesgo de presentar Sll (Jiménez-Gonzalez et al., 2012;
Olivo-Diaz et al., 2012).

1.5. Epidemiologiay variabilidad genética

Blastocystis spp. es un parasito con una alta diversidad genética, que presenta

varios subtipos moleculares (ST) con caracteristicas morfolégicas muy parecidas.

En la década de los 90's la investigacion de Blastocystis en diversos taxa, mostro
que existen algunas diferencias en el tamafio y la ultraestructura del paréasito
(Duda et.al.,1998; Boreham y Stenzel, 1993; Stenzel et al.,1994; Lee y Stenzel,
1999; Pakandl, 1991; Belova y Kostenko, 1990) pero estas no son suficientes para

establecer una distincion entre especies.

El empleo del gen 18S rDNA como marcador molecular permitié identificar la
extensa diversidad genética de Blastocystis spp. (Yoshikawa et al.,, 2004;
Yoshikawa et al., 2004a). Los analisis moleculares simultdneos para comparar las
secuencias de Blastocystis de animales y de humanos mostraron variabilidad
genética entre las secuencias obtenidas de un mismo tipo de hospedero y similitud
genética entre las obtenidas de diferentes hospederos (Clark, 1997; Yoshikawa et
al., 1996; Yoshikawa et al., 2003; Hoevers et al., 2000; Noél et al., 2005). Es asi
como se reconoce que el aislado comunmente nombrado como Blastocystis
hominis no es exclusiva del humano. Por consiguiente, a través de un consenso
se propuso utilizar el término Blastocystis spp. 0 solo Blastocystis (Stensvold et al.,
2007a; Maravilla et al., 2017).
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El analisis por inferencia Bayesiana de los linajes divergentes obtenidos de los
aislados de humanos, otros mamiferos y aves mostr0 que formaron grupos
monofiléticos, dando lugar a la designacion genética de 17 subtipos, a la fecha (ST
1 a17) (Yoshikawa et al., 2016; Cian et al., 2017).

A partir de estos resultados surgieron diferentes terminologias para estos grupos
filogenéticos, a saber, subgrupo, cluster, ribodemo, clado o subtipo, lo que
dificultaba el andlisis comparativo para llegar a conclusiones validas. Acordando
por consenso designar al parasito por subtipos. Por lo tanto, si se conoce el
subtipo, se nombra el género seguido de la abreviatura latina sp. y el acronimo
para subtipo (ST) con el numero que le corresponda, p. €j., para el aislado
designado por Noél y colaboradores (2005) como Blastocystis clado |, usando la
terminologia consenso, se hombra Blastocystis sp. ST1. (Stensvold et al., 2007a).
Cuando no se conoce el subtipo se asume referirlo como Blastocystis spp. y de

esta manera se encuentra en publicaciones recientes.

A nivel mundial, se ha identificado a los subtipos ST1 al ST9 tanto en humanos
como en otros animales, mientras que los ST10 al ST17 se han identificado en
hospederos diferentes al hombre (Alinaghizade et al., 2017; Mattiucci et al., 2016).
En el humano aproximadamente el 90% de las infecciones corresponden a los
ST1 al ST4 (Alfellani et al., 2013b; Ramirez et al., 2016; Scanlan et al., 2014;
Yoshikawa e Iwamasa, 2016) y de estos, el ST3 se identifica en mas del 60% de
los casos (Stensvold, 2013a; Yoshikawa et al., 2016; Oliveira-Arbex et al., 2018). A
pesar de estas cifras, se ha reportado que otros subtipos pueden infectar al
hombre, como un estudio reciente en América del Sur que mostré que el ST12

puede infectar a humanos (Ramirez et al., 2016).

Actualmente, se estima que Blastocystis spp. es el parasito intestinal que infecta a
mas de 1 billébn de personas (Gentekaki et al., 2017). Estudios epidemioldgicos
han demostrado que Blastocystis spp. tiene una extensa distribucion mundial, en
los paises industrializados la prevalencia es ~20% (El Safadi et al., 2016; Forsell
et al., 2012; Dogan et al., 2017), mientras que en paises tropicales y subtropicales

con menor indice de desarrollo humano su prevalencia es mayor al 60% (Incani et

19



al., 2017; Macchioni et al., 2016; Devera et al., 2016; Rebolla et al., 2016; Dib et
al., 2015; David et al., 2015; Echague et al., 2015; Londofio-Franco et al., 2014),
pero puede ser del 100% en zonas rurales como se demostrd recientemente (El
Safadi et al., 2014).

1.6. Investigacion de Blastocystis spp. en México

Estudios de epidemiologia molecular

La investigacién molecular de Blastocystis que se ha realizado en México esta
relacionada principalmente con la filogeografia, estructura genética poblacional,
estudios con marcadores genéticos y fenotipicos, epidemiologia molecular en
grupos, asociacion con el sindrome de intestino irritable (Sll), ademas del estudio
de polimorfismos de citocinas proinflamatorias y susceptibilidad a desarrollar SlI;
estos trabajos corresponden en su mayoria al grupo de investigacion del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” (Villanueva-Garcia et al., 2017; Villegas-
Gbomez et al., 2016; Vargas-Sanchez et al., 2015; Villalobos et al., 2014; Sanchez-
Aguillén et al.,, 2013; Olivo-Diaz et al., 2012; Jiménez-Gonzéalez et al., 2012,
Ramirez-Miranda et al., 2010).

Con respecto a los subtipos de mayor frecuencia en nuestro Pais, se han
encontrado a los ST3, ST1 y ST2 y en una proporciéon de ~10% al ST7. En
portadores asintomaticos se ha aislado con mayor frecuencia al ST3 y para el ST1
se ha asociado con el SllI. Asimismo, estudios que incluyeron muestras de adultos
y niflos de una misma region geografica mostraron que la blastocistosis es mas

frecuente en nifos.

Por otro lado, la distribucion de los subtipos varia entre diferentes regiones
climaticas, lo que propone una relacion entre los factores abioticos, el hospedero y
el subtipo prevalente. También, se ha encontrado que los los portadores con
compromiso inmunoldgico son susceptibles a la infeccion por Blastocystis, pero no

se encontrd diferencia en la frecuencia entre los ST1 y ST3 entre estos pacientes
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(Villegas-Gomez et al., 2016; Vargas-Sanchez et al., 2015; Villalobos et al., 2014;
Sanchez-Aguillén et al., 2013).

En la tabla 1, se recopila la informacion sobre el tipo de investigacion realizada en
México para Blastocystis spp., poblacion y localidad estudiada, asi como subtipos
frecuentes.
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Tabla 1. Investigacion de Blastocystis spp. en México

AUTORES ENTIDAD POBLACION PREVALENCIA SUBTIPOS ESTUDIO
FEDERATIVA (%)
Villanueva- ST2>ST1>ST8
Garcia et al., 'Cl;?ll_)asco y Monos 38.7 Filogeografia
2017 iapas
Villegas et al., Michoacan y Nifios y ST3>ST1>ST2 . .
2016 Sonora - adultos 45 Filogeografia
IBS Estructura
Vargas- ST1>ST3>ST2 genética
Sanchez et al., DF ! Adultos 25 >ST7 poblacional.
2015 Asintomaticos Marcador
ST3>ST2>ST1 fenotipico
>ST7
Villalob  al ST1>ST2>ST3 Marcador
201'10 osetal, Michoacan * Niflos genético
(ITS)
Sanchez- ST3=ST1 Prevalencia
Aguillon et al., DF? Adultos 30 en pacientes
2013 con HIV
Zumagquero- i N.I. ;
Rios et al., 2013 Puebla Nifios 1 Prevalencia
ST1=ST3 Polimorfismos de
Olivo-Diaz et citocinas
DF1? Adultos 31 proinflamatorias y
al., 2012 A
susceptibilidad a
desarrollar Sl
Jiménez- ST1=ST3>ST2 i
Gonzélez et al., DF ! Adultos 31 Asociacion
2012 con Sli
Ramirez- N.L Frecuencia y
Miranda et al., DF1 Adultos 25 relacion
2011 filogenética
Yamamoto- N.I.
Furusho et al., DF?2 Adultos 10 Prevalencia
2010
Martinez- N.I.
Barbabosa et Veracruz Nifios 80 Prevalencia
al., 2010
Rodriguez et . N.I. ;
al., 2008 Guerrero Niflos 61 Prevalencia
Cruz- Licea et 3 N.I. ;
al., 2003 DF Adultos 41.7 Prevalencia
. Nifios N.I.
;ggzes etal., DF 4 1.9 Prevalencia
Adultos

Datos recientes de estudios moleculares de Blastocystis spp. Lugar donde se realizaron: Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez”!; INCMN “Dr. Salvador Zubiran”2 UNAM-Xochimilco3; Laboratorio de Referencia
CARPERMOR 4. (N.l.: no identificados)
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1.7. Prevalencia de Blastocystis spp. por continente

Con el propésito de conocer la distribucion geogréfica de Blastocystis spp. y
comparar la prevalencia en paises con diferentes climas, habitos y practicas
culturales, entre otros factores, que podrian influenciar la prevalencia de la
blastocistosis en el humano, se realizé una revision bibliogréfica en el sistema de

busqueda PubMed en los ultimos 10 afios.

Los datos confirman la amplia distribucion mundial de Blastocystis, y es en los
paises con mayor densidad poblacional, donde se observaron prevalencias
mayores del 70%, como en el caso de Brasil y Nigeria.

Los datos obtenidos de estudios realizados principalmente en nifios de Brasil,
Colombia, Argentina, Nigeria y Tanzania mostraron que mas del 60% de las
parasitosis intestinales son causadas por Blastocystis spp., en estos paises con
climas tropicales y subtropicales las infecciones causadas por parasitos tienen un
mayor impacto en la salud publica, afectando principalmente a los nifios
(Rodriguez-Saenz, 2015).

Es interesante observar el dato del estudio realizado en personas que manipulan
alimentos en Tunez, con una prevalencia del 17%, que apoya la propuesta de la
ruta de transmision fecal-oral para este parasito. Por otro lado, en los paises
industrializados como EUA, Alemania, Francia y Australia, la blastocistosis sigue
manteniendo el rango ~10 al 20% que se ha venido informando desde hace casi
20 afios (Poirier et al., 2011), por lo que es importante ampliar los estudios que

apoyen el potencial patdégeno de este parasito.

En el caso del estudio realizado en Suecia la prevalencia del 35% es de interés,
puesto que estudios previos mostraron prevalencias menores al 10%
(Svenungsson et al., 2000); ademas, los participantes presentaron diarrea aguda
entre otros sintomas y en su mayoria no refirieron viajes a zonas endémicas de
Blastocystis o0 algun otro factor de riesgo para adquirir la infeccioén, lo que apoya el

potencial patogénico de Blastocystis, grafica 1.
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Grafica 1. Prevalencia de Blastocystis spp. por continente
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Fuentes bibliograficas de la grafica 1. Prevalencia de Blastocystis spp. por continentes.

(1): (Roberts et al., 2013); (2): (Herbinger et al., 2016); (3): (Bustelo et al., 2015); (4): (Forsell et al., 2012);
(5): (Matiut y Hritcu, 2014); (6): (El Safadi et al., 2016); (7): (Ben Abda et al., 2017); (8): (Poulsen et al., 2016);
(9): (Forsell et al., 2016); (10): (Dogan et al., 2017); (11): (Palasuwan et al., 2016); (12): (Abu-Madi et al.,
2016); (13): (Yakoob et al., 2010); (14): (Osman et al., 2016); (15): (Pandey et al., 2015); (16): (AbuOdeh et
al., 2016); (17): (Incani et al., 2017); (18): (Vasquez-Rios et al., 2015); (19): (Echagle et al., 2015); (20):
(Vargas-Sanchez et al., 2015); (21): (Kaminsky et al., 2016); (22): (Scanlan et al., 2016); (23): (Ibarra et al.,
2016); (24): (Ramirez et al., 2014); (25): (Barbosa et al., 2018); (26): (Rebolla et al., 2016); (27): (Macchioni et
al., 2016); (28): (Dib et al., 2015).

Se realizd una revision bibliografica (tabla 2) para conocer los STs de Blastocystis
spp. mas frecuentes, se encontrdé que el ST3 es el mas frecuente en pobladores
de las Américas y paises europeos y el ST4 es un subtipo que hasta el momento
no se encuentra en América. En México el ST3 y ST1 son los de mayor
prevalencia, estos datos reflejan que la distribucion geografica no es homogénea y
podrian implicar que la dispersion del parasito se influencia por factores medio
ambientales (Alfellani et al., 2013b; Villegas-GOmez et al., 2016).
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Tabla 2. Subtipos de Blastocystis spp. en estudios recientes

PAIS SUBTIPOS

Colombia ST3>ST1>ST2
Ramirez et al., 2016

Incluyeron: Bolivia, Ecuador, Perd, Brasil, Colombia y

Argentina

Italia ST3>ST4>ST1>ST2
Mattiucci et al., 2016

Libano ST3>ST2>ST1
Osman et al., 2016

Tanzania ST1>ST2>ST3
Forsell et al., 2016

Francia ST3>ST1, ST4>ST2
El-Safadi et al., 2016

México ST3>ST1>ST2
Villegas et al., 2016

Argentina ST3>ST1>ST2
Casero et al., 2015

Brasil ST3>ST1

David et al., 2015

México ST1>ST2>ST3
Villalobos et al., 2014

Colombia ST1>ST2>ST3
Ramirez et al., 2014

México ST3=ST1

Sanchez-Aguilldn et al., 2013

1.8. Diagnéstico por el laboratorio

En México, la mayoria de los laboratorios de rutina realiza el diagnostico de
Blastocystis por microscopia, buscando las formas vacuolares o de quiste en
examenes coproparasitoscopicos de concentracion en tres muestras consecutivas
o el cribado por observacion directa en fresco de una pequefa cantidad de materia
fecal diluida con solucién salina fisiologica (SSF-0.85%) contrastada con Lugol
(Mariano et al., 2012).

A pesar de que existe un protocolo de la CLSI (del inglés Clinical and Laboratory

Standards Institute) que sefiala el criterio para informar un resultado como positivo

26



a Blastocystis (Guia M28-A2 del CLSI), la excreta intermitente de las formas
parasitarias (Stensvold et al.,, 2009b), la falta de concordancia entre la
sintomatologia y el nimero de parasitos (Coyle et al., 2012) asi como, la probable
patogenicidad asociada a determinados subtipos o cepas (Ajjampur y Tan, 2016)
originan que diversos investigadores expresen que un diagnostico de

blastocistosis no depende de la carga parasitaria (Stensvold y Nielsen, 2012).

Algunas investigaciones sefialan que puede existir una subestimacion de la
frecuencia del parasito cuando solo se usan los métodos coproparasitoscopicos de
concentracion, esto se explica por la baja sensibilidad del método para
Blastocystis (~30%) (Stensvold y Nielsen, 2012; Roberts et al.,, 2011), por la
amplia variabilidad morfolégica que presenta el parasito y por falta de experiencia
en el analista para reconocer algunos estadios, como en el caso del quiste que por
su tamafo pequefio (=5 pum) puede confundirse con otras células o detritos
fecales, por lo que se recomienda emplear tinciones diferenciales, como la
hematoxilina férrica, las tricromicas o kinyou y en casos confirmatorios, emplear el

cultivo lo que aumenta la sensibilidad a >80% (Stensvold et al., 2007).

1.9. Diagndstico molecular de Blastocystis spp.

Para clarificar la epidemiologia de Blastocystis es importante elegir métodos
sensibles y especificos como las técnicas basadas en el uso de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion de los productos de
amplificacion (Dacal et al., 2018), lo que permite identificar a nivel de subtipo y

obtener prevalencias confiables (Sekar y Shanthi, 2015).

Existen diferentes marcadores moleculares para el diagndstico de Blastocystis a
nivel de subtipo, los cuales se basan en la amplificacion de fragmentos de distintos
tamafos de la region conservada y variable del gen de la subunidad pequefia del
RNA ribosomal (18S rDNA) (Clark et al., 2013), entre estos métodos se cuentan
los de secuencia de sitios etiquetados (STS) (del inglés Sequence-Tagged-Site),
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los de amplificacion aleatoria de sitios polimorficos (RAPD) (Stensvold 2013b;
Yoshikawa et al., 2004a) y el de DNA-barcoding, todos estos métodos utilizan

diferentes oligonucleétidos (Scicluna et al., 2006), figura 4.

Figura 4. Regiones utilizadas en el disefio de oligonucleétidos para el gen 18S rDNA de
Blastocystis spp.
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empleadas en la identificacidn de Blastocystis spp. (Clark et al., 2013).

1.10. Tratamiento

Blastocystis spp. es un protozoo luminal del colon, considerado como el agente
causal de la blastocistosis. Para su tratamiento el farmaco de eleccion es el
metronidazol (MTZ) (Lofmark et al., 2010; Stensvold et al., 2010), el cual posee
una estructura quimica que lo clasifica en el grupo de los 5-nitroimidazoles (5-NI).
Su mecanismo de accién en Blastocystis se desconoce, sin embargo, se propone
gue pudiera ser similar al mecanismo en otros protozoos anaerobios. El farmaco
se administra en su forma inactiva y requiere de la reduccion para ser activado a
su forma citotdxica (radical nitro) (Dunn et al., 2012). Se propone que la reduccion
se realizaria dentro del MLO de Blastocystis por transferencia de electrones del
piruvato mediante la participacion de la PFOR y la ferredoxina (Boorom et al.,
2008; Sekar y Shanthi, 2013; Raman et al., 2016).

Uno de los argumentos de controversia respecto a la significancia clinica de este

pardsito es la respuesta variable al tratamiento farmacolégico (Batista et al., 2017;
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Moghaddam et al., 2005). Ademas, se ha documentado que la remision clinica con
MTZ se logra en ~88% de los casos, con la erradicacion parasitolégica en ~80%
(en algunos casos con mas de un ciclo de tratamiento) (Sekar y Shanthi, 2013;
Nigro et al., 2003).

Asimismo, se ha encontrado la presencia de cepas resistentes al MTZ (Raman et
al., 2016; Mirza et al., 2011; Mirza et al., 2011a; Stensvold et al., 2008). Por lo
cual, se han realizado estudios para investigar la susceptibilidad a diferentes
farmacos (Roberts et al., 2015; Mirza et al., 2011), encontrando variacion de la
eficacia antiparasitaria entre subtipos (ST4, ST7) (Mirza et al., 2011), y diferente

susceptibilidad entre aislados del mismo subtipo (ST4) (Dunn et al., 2012).

En un estudio reciente se encontrd6 que el sulfametoxazol-trimetoprima (1:2), la
furazolidona, el ornidazol, y la mefloquina resultaron mas efectivos contra
Blastocystis, con lo que se demuestra que es necesario reconsiderar el uso de
MTZ como farmaco de eleccién para la blastocistosis (Mirza et al., 2011).

Por otro lado, se ha encontrado que la exposicion de diferentes STs de
Blastocystis spp. (ST1, ST2, ST3, ST5) al MTZ induce la apoptosis y provoca el
cambio de estadio vacuolar a granular con modificacion del MLO y del potencial de
membrana, encontrando que este proceso molecular probablemente sea un

mecanismo de supervivencia y patogenicidad del parasito (Dhurga et al., 2016).

Por lo anterior, se hace necesario investigar los mecanismos bioquimicos y
moleculares que expliquen la activacion y resistencia de farmacos en Blastocystis
spp. y que permitan encontrar blancos para el desarrollo de nuevos

antiparasitarios.
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2. Antecedentes

Piruvato: ferredoxin 6xidoreductasa (PFOR)

2.1. Funcion biolégica

Se ha propuesto que la adaptacion al parasitismo es el resultado tanto de la
adaptacién al nicho como de la divergencia y reduccion evolutiva, resultando que
unos cuantos genes muestren una mayor eficiencia codificando para una proteina
con multiples funciones, lo que conduce a diferencias en los mecanismos

bioguimicos de algunos parésitos. (Collingridge et al., 2010).

Recientemente, en patégenos eucariotas se han identificado “proteinas
moonlighting” o proteinas de pluriempleo. Estas proteinas tienen funciones
enzimaticas clave en la glucolisis, en la via de las pentosas fosfato u otros
procesos intracelulares fundamentales o alternan funciones no cataliticas
dependiendo de su localizacién celular y de la concentracion de sustrato o
ligandos adicionales. En este grupo de proteinas se ha incluido la enzima piruvato:
ferredoxin O6xidoreductasa (PFOR) (Karkowska-Kuleta y Kozik, 2014; Collingridge
et al., 2010).

PFOR es un enzima clave en el metabolismo energético de muchos organismos
anaerobios para la obtencion de ATP por fosforilacién a nivel de sustrato. Esta
enzima cataliza reversiblemente la descarboxilacion oxidativa del piruvato a acetil-
CoA y COg; se coordina con tres centros [4Fe-4S] y utiliza tiaminpirofosfato (TPP)
y magnesio como cofactores. Los electrones resultantes de este proceso se
transfieren a la ferredoxina (Fd), que es el aceptor de electrones fisiologico que
interviene en la produccion de hidrégeno o activacién de profarmacos, figura 5
(Eram et al., 2014; Chabriere et al., 2011; Ragsdale, 2003).
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Figura 5. Via disimilativa del piruvato en microorganimos anaerobios
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Microorganismos sin mitocondrias clasicas (MLO); obtienen ATP por fosforilacion a nivel de sustrato (Mller
et al., 2012). PFOR: enzima piruvato: ferredoxin 6xidoreductasa MLO: organelo semejante a mitocondria; Fd
ox: ferredoxina oxidada; Fd red: ferredoxina reducida; CoA: coenzima A; Pi: pirofosfato; NADP+: nucledtido
de adenina oxidado; NADPH: nucleétido de adenina reducido.

PFOR se identifico inicialmente en Clostridium acidi-urici (Uyeda y Rabinowitz,
1971); mientras que, la primera descripcion de la actividad de PFOR en eucariotas
se realizd en Entamoeba histolytica (Reeves et al., 1977), posteriormente, en otros
parasitos anaerobios como Trichomonas vaginalis (Williams et al., 1987), Giardia
lamblia (Townson et al., 1996) y Blastocystis spp. (Wawrzyniak et al., 2008).

Investigaciones recientes en Trichomonas vaginalis han mostrado que PFOR esta
implicada en la proliferacion, en la adhesion a las células del hospedero y en la
formacion de abscesos, por lo que puede influir en la patogenicidad de este

parasito (Song, 2016; Moreno-Brito et al., 2005; Meza-Cervantez et al., 2011).

Asimismo, se ha encontrado que en Entamoeba histolytica, PFOR es una proteina
abundante y antigénica que puede ser Util para el desarrollo de una respuesta
inmunitaria protectora contra la amebiasis invasiva (Thammapalerd et al., 1996).
En un estudio realizado en lactantes, se identific6 que PFOR se expresa

activamente durante los primeros periodos de infeccion por Helicobacter pylori,
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con estos resultados, los autores proponen que PFOR fuera considerada como

marcador serolégico temprano para esta infeccion (Seo et al., 2017).

La relevancia de la actividad de PFOR en el metabolismo energético de diferentes
protozoos anaerobios la convierte en un potencial blanco para el desarrollo de

farmacos antiparasitarios (Scior et al., 2015).

Por otro lado, PFOR es una proteina constitutiva que recientemente se ha descrito
en Blastocystis (Wawrzyniak et al., 2008), y sus secuencias podrian ser utilizadas

para evaluar la diversidad genética del parésito.

2.2. Localizacion subcelular

La localizacion de PFOR varia segun el organismo, para Giardia lamblia y
Entamoeba histolytica se ha encontrado que puede estar en el citosol o en el
organelo relacionado con la mitocondria (Emelyanov y Goldberg, 2011; Rodriguez
et al., 1996), en Trichomonas vaginalis se ubica en la membrana del
hidrogenosoma (Meza-Cervantez et al., 2011; Williams et al.,, 1987) y para

Blastocystis spp. se localiza en el MLO (Wawrzyniak et al., 2008).
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2.3. Estructuras oligoméricas

PFOR presenta por los menos tres estructuras oligoméricas, que podrian estar
relacionadas con las condiciones de temperatura a la que crecen, por ejemplo, en
los microorganismos hiperterméfilos se ha descrito la estructura heterotetramérica
(Kletzin y Adams, 1996) aunque también se ha encontrado que este mismo tipo de
estructura la presenta Helicobacter pylori (Kennedy et al., 2016; Hughes et al.,
1995), en los organismos mesoéfilos sin mitocondrias clasicas como Trichomonas
vaginalis y Giardia lamblia, el tipo de PFOR tiene una estructura de homodimero
(Williams et al., 1987; Townson et al., 1996), que corresponde a dos subunidades
A (A2) con una masa molecular aproximada de 240 kDa, y es homodlogo de las
subunidades a, B, v, 0, de las PFORs heterotetraméricas (Chabriére et al., 1999;
Chabriere et al., 2011), figura 6.

Figura 6. Estructuras oligoméricas de PFOR

MICROORGANISMO ESTRUCTURAS OLIGOMERICAS DE PFORs
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Heterotetramérica: Helicobacter pylori; Heterodimérica: Halobacterirum salinarum; Homodimérica:
eucariotas sin mitocondrias clasicas como Trichomonas vaginalis y Giardia lamblia (Yan et al., 2016;
Chabriere et al., 2011).
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2.4. Modelo in silico de PFOR de Blastocystis spp.

Figura 7. Modelo (3D) hipotético de PFOR de Blastocystis spp.

Corresponde al tipo homodimero (A;). Modelada con el programa SWISS-MODEL (Bienert et al., 2017) de
ExPasy, a partir de secuencias de este trabajo.

Para este trabajo, con el uso de la herramienta bioinformética ExPasy se obtuvo el
modelo (3D) hipotético de la Piruvato: ferredoxin Oxidoreductasa (PFOR) de
Blastocystis spp. a partir de secuencias, la estructura corresponde al tipo

homodimero (Az), figura 7.
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3. Planteamiento del problemay pregunta de investigacion

Se ha documentado que la patogenicidad de Blastocystis podria ser dependiente
del subtipo (Forsell et al., 2012; Alfellani et al., 2013b; Stensvold et al., 2011).
Actualmente el gen de la subunidad pequeiia del RNA ribosomal (18S rDNA) es el
marcador mas utilizado para la identificacion de subtipos de Blastocystis, sin
embargo, por su amplia variabilidad intragendmica no es posible establecer
claramente la diversidad genética intra-subtipo de este parasito (Poirier et al.,
2014; Villalobos et al., 2014). Por otro lado, existen diferentes proteinas
constitutivas que recientemente se han descrito en Blastocystis y cuyas
secuencias podrian ser utilizadas para evaluar la diversidad inter e intra-subtipos;
siendo la piruvato: ferredoxin Oxidoreductasa (PFOR), un ejemplo de estas
proteinas.

¢Puede el gen de la piruvato: ferredoxin oxidoreductasa (PFOR) ser utilizado
como un marcador genético para discriminar entre las cepas o los subtipos de

Blastocystis spp. en aislados humanos?
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4. Justificacion

Actualmente el gen 18S rDNA es el marcador que se utiliza con mayor frecuencia
para la identificacién de subtipos de Blastocystis (Clark, 1997; Villanueva-Garcia et
al., 2017; Alfellani et al., 2013b; Noél et al., 2005); sin embargo, este marcador no
es lo suficientemente sensible para diferenciar entre cepas de un mismo subtipo
(Poirier et al., 2014). Por ello, es importante contar con otro marcador que permita

la identificacion a nivel inter e intra-subtipos de cepas de Blastocystis.

La proteina PFOR una enzima conservada, que se ha identificado en los
organelos tipo mitocondria (MLO) de Blastocystis, cuya actividad se ha asociado a
la produccién de energia en condiciones anaerdbicas (Chabriere et al., 2011;
Wawrzyniak et al., 2008); al ser una proteina constitutiva es muy posible que se
encuentre en todos los aislados y cepas de Blastocystis, haciéndola un blanco

prometedor para identificar cepas de este parasito.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Evaluar la variabilidad genética del gen que codifica a la enzima piruvato:
ferredoxin oOxidoreductasa (PFOR) en aislados de Blastocystis spp. de nifios

sintomaticos.

5.2. Objetivos especificos

Contar con un banco de DNA con muestras positivas a diferentes subtipos de

Blastocystis, identificados por microscopia y por PCR-secuenciacion.

Identificar polimorfismos en el gen de la enzima piruvato: ferredoxin

oxidoreductasa en los aislados recuperados

Calcular pardmetros de variabilidad genética poblacional como los indices de

diversidad nucleotidica (r) y de polimorfismo haplotidico (6).

Determinar las relaciones filogenéticas con el gen PFOR y los diferentes subtipos
de Blastocystis spp. encontrados.
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6. Hipotesis

Blastocystis spp. presenta un elevado polimorfismo genético con al menos 17
subtipos ribosomales. Por lo que su patogenicidad podria ser dependiente de la
variabilidad intra-subtipo. Al ser la PFOR una enzima potencialmente presente en
todos los subtipos, es probable que el analisis de la variabilidad genética de esta

enzima permita la identificacién de cepas en este parasito.
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7. Disefio metodolégico

7.1. Tipo de estudio

Tipo: analitico
Secuencia temporal: transversal
Asignacion de los factores de estudio: observacional

Por inicio del estudio con relacion a la cronologia de los hechos: prospectivo

7.2. Ubicacién temporal y espacial

Este trabajo se llevd a cabo en el Departamento de Ecologia de Agentes
Patogenos del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” y en el Laboratorio 9
de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma del Estado de México,

durante el periodo comprendido de enero a junio del 2017.
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8. Materiales y método

8.1. Universo de estudio

Muestras de materia fecal obtenidas del laboratorio clinico de una Institucion del
sector publico de salud representativa del Estado de México, que a continuacién

se describe:

Hospital para el Nifio Instituto Materno Infantil del Estado de México (IMIEM).
Secretaria de Salud.

Es un hospital de tercer nivel de atencion, certificado, con énfasis en la
investigacién y formacion de recursos para la salud (Aréchiga, 2009). Con un
registro publicado de 536 973 usuarios en el afio 2016 segun el anuario
estadistico y geografico de los Estados Unidos Mexicanos 2017 (INEGI.

http://www.beta.inegi.org).

Este trabajo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del Hospital
para el Nifio, IMIEM y se obtuvo el registro mediante el oficio nUmero 217D12101-
300/091/2016.

8.2. Tamaio de la muestra

El tamafo minimo de la muestra se calcul6 utilizando la formula:
—_—2 /d2 . . i ,
N=z2-pq (Aguilar-Barojas, 2005; Diaz et.al., 2003)

Para un nivel de confiabilidad de 95%; Z: 1.96; p: 0.1; g: 0.9; d: 0.05

La muestra minima obtenida fue de 139 muestras.
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8.3. Criterios de selecciéon de la muestra

Criterios de inclusion: Hombres y mujeres de 0 a 18 afos.
Residencia por mas de un afio en el Estado de México.

Parasitados con Blastocystis spp.; la presencia del parasito se establecera por
microscopia y PCR (Santin et al., 2011; Guia M28-A2 del CLSI).

Criterios de exclusion: Muestras fecales que provengan de nifios que estén en

tratamiento antiparasitario.

Criterios de eliminacion: Muestras en las que se encuentre otro parasito diferente
a Blastocystis spp. Muestras fecales inadecuadamente preservadas o mal

procesadas para el cultivo y/o analisis molecular.
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8.4. Descripcion de los procedimientos

En la figura 8, se presenta el flujograma que muestra los procesos principales que
se desarrollaron en este trabajo.

Figura 8. Diagrama de flujo de los principales procesos realizados en esta investigacion
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8.5. Muestras del estudio

Se procesaron 192 muestras de materia fecal obtenidas del laboratorio clinico del
Hospital para el Nifio, IMIEM entre enero y junio de 2017. Las muestras
corresponden a pacientes de 17 municipios del Estado de México, con lo que se
obtuvo una representatividad ~14% de la entidad (figura 9). Todas las muestras
fueron de nifios con sintomas gastrointestinales, principalmente diarrea y/o dolor
abdominal. El diagnéstico de Blastocystis spp. se realiz0 por técnica
coproparasitoscopica, cultivo en medio bifasico y caracterizacibn molecular
(Rodriguez et al., 2008; Lanuza et al., 1997; Santin et al., 2011).
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Figura 9. Mapa en donde se sefala la procedencia de los portadores de Blastocystis spp. de
este estudio

Las muestras correspondieron a 17 municipios del Estado de México. Representan ~14% de la entidad.

8.6. Estudio Coproparasitoscépico

Las muestras fueron analizadas usando la técnica de concentracion por flotacion
(Faust) para la identificacion de quistes y formas tréficas de Blastocystis spp.
(Rodriguez et al., 2008).

8.7. Cultivo de Blastocystis spp.

Las muestras que fueron positivas a Blastocystis spp. como unico parasito, fueron
cultivadas empleando ~50 mg de heces en 7 mL de medio de Boeck-Drbohlav
modificado y se adiciond 10 gotas de aceite mineral para tener condiciones de
anaerobiosis. El procedimiento de siembra se realizé en una campana de flujo
laminar vertical de bioseguridad, clase Il, serie 1300, Tipo A2, Thermo Scientific.
Se incubaron a 37°C hasta el término de cinco dias (Lanuza et al., 1997),

empleando una incubadora Heratherm, Thermo Scientific.

El seguimiento del crecimiento del parasito en el cultivo se realizé con lecturas al
microscopio a las 48 y 72 h hasta el término de cinco dias, mediante una camara

de Neubauer se observaron las células con el aumento a 40X en un microscopio
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Leica DM750. Cuando el crecimiento de Blastocystis spp. llegd a las 72 h y se
observaron =5 parasitos/40X se realizaron alicuotas de 500 pL en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL y se conservaron a -20°C en un congelador comercial

para su posterior extraccion de DNA.

8.8. Extraccién de DNA

Para la extraccion del DNA total de las muestras de cultivo de Blastocystis spp. se
utiliz6 el kit comercial ZR Fecal DNA MiniPrepTM (Zymo Research, USA)
(Yoshikawa et al., 2011) de acuerdo con el protocolo del fabricante, como se

menciona a continuacion.

De manera general la extraccion del DNA por este kit incluye: obtencién de un
lisado, eliminacién de impurezas, ajuste de pH y sales para evitar favorecer la
unién del DNA a la membrana de silica, lavado y elucion del DNA, para lo cual, se
transfiri6 250 pyL de muestra del cultivo al tubo (ZR Bashing Bead Lysis), se
adicion6 750 pL de la solucion de lisis del kit y se agité a maxima velocidad por 10
min con ayuda de un vortex Genie 2 de Scientific Industries, Inc.; enseguida se
centrifugd a 4°C 210 000 g/1 min en una centrifuga Legend Micro 21R de Thermo
Scientific, cuando se obtuvo el sobrenadante se transfirio 400 uL en la columna
(Zymo-Spin™ 1V Spin Filter) con tubo colector, luego se centrifugé a 7 000 g/1 min;
al filtrado se adicion6 1 200 pL de buffer (Fecal DNA Binding Buffer), la mezcla se
filtr6 en la columna con tubo colector (Zymo-Spin™ IIC Column) y de nuevo se
centrifugd a 10 000 g/1min; enseguida se le adicion6 500 pL de fecal DNA Wash
Buffer y nuevamente se centrifugd a 10 000 g/ 1 min; para eluir el DNA soportado
en la membrana de la columna. Se adiciond 50 uL de DNA Elution Buffer y se
incubo a temperatura ambiente por 2 min, posteriormente se centrifugd a 10 000 g/
30 seg; el filtrado se pasoé por la columna (Zymo-Spin™ IV-HRC Spin Filter) que
previamente se colocé en un tubo microcentrifuga de 1.5 mL estéril, finalmente se

centrifugo a 8 000 g/ 1 min.
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Para inactivar las DNasas, se incub6 a 90°C/ 10 min (Bustamante et al., 2011). La
cuantificacion espectrofotométrica del DNA total obtenido se midié a una longitud
de onda (A) (260/280) en el espectrofotometro NanoDrop One de Thermo
Scientific. EI DNA total se almacen6 a -20°C hasta su estudio.

8.9. Disefio de oligonucledétidos

Para el disefio de oligonucledtidos se alinearon y analizaron las secuencias
disponibles de PFOR de Blastocystis de los subtipos ST1, ST4 y ST7 (XM
013038360 ST7, XM 013042447 ST7, XM 014671717 ST4, XM 014673113 ST4,
XM 013039547 ST7, XM 013041057 ST7, XM 013038149 ST7, XM 013041791
ST7, EF512300 Nandll ST1) disponibles en el GenBank, ademas de otros
parasitos como: Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis y Giardia lamblia
[consultada en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/ el 09 de noviembre de 2016]

Se buscaron en ellas sitios conservados. Los sitios de interés se ubicaron en la
posicion 2621 a 2643 (23 pb) para el oligonucleétido sentido (“Forward”)
(BlasPFOR-F: 5-TGG CGA ACG CGA TGG GCT GCT CG-3'), mientras que el
oligonucledtido antisentido (“Reverse”) (BlasPFOR-R: 5- CCA GCT GGA ACG
GGT TCT CGC CC-3') se ubico en la posicién 3470 al 3492 de pares de bases.

8.10. Estandarizacion de la PCR punto final para amplificar el fragmento
de PFOR

Una vez disefiados los oligonucleétidos, se prosiguié a la estandarizacion de la
PCR en punto final. En la estandarizacion se utilizdo la cepa de un paciente
sintomatico, caracterizada en el Laboratorio de Ecologia y Agentes Patdgenos del

Hospital “Dr. Manuel Gea Gonzalez” de la Ciudad de México.

Para optimizar la reaccion de PCR para la amplificacion del fragmento de interés

del gen PFOR, se realizaron diversas reacciones con el objetivo de conocer la
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temperatura de amplificacion (Tm), la concentracion de MgCl2 y el efecto de

diferentes facilitadores.

Asimismo, se ensayaron protocolos touch up y touch down con intervalos de

temperatura de +0.2°C.

Protocolos touch up (TU) y touch down (TD) tienen como finalidad incrementar la
especificidad, sensibilidad y rendimiento de la PCR; TU inicia con la primera
temperatura de alineamiento debajo de la Tm predicha y gradualmente se
aumenta (0.2 °C/ ciclo) con lo que se logran condiciones rigurosas para que ocurra
con mayor especificidad la amplificacion del fragmento de interés; TD inicia con la
primera temperatura de alineamiento arriba de la Tm y gradualmente se reduce
progresivamente (0.2 °C/ciclo), en el transcurso de los ciclos sucesivos se alcanza
una temperatura de alineamiento mas permisiva, con lo que se evitan amplificados
inespecificos y se favorece la amplificacion de productos de interés (Korbie y
Mattick, 2008; Rowther et al., 2012).

8.11. Reaccion en Cadena de la Polimerasa para PFOR de Blastocystis
spp.

Para amplificar la region de interés de ~871 pb del gen de la piruvato: ferredoxin
oxidoreductasa (PFOR) de Blastocystis spp., se llevo a cabo la técnica de reaccién
en cadena de la polimerasa en punto final. Las reacciones se realizaron en tubos
de microcentriguga de 200 pL, la mezcla de PCR para un volumen total de 25 uL
contenia: 1 U Taq DNA Polimerasa recombinante (Invitrogen, USA); buffer 1X (200
mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI); MgCl2 2 mM; 2.5 pL de mezcla de dNTPs 200
mM; ASB (10 pg/uL); 25 pmol/uL de cada oligonucleétido; 2 uL de DNA total (200
ng/pL) y agua inyectable cbp.

El programa de amplificacion que se utilizé en el termociclador digital Axygen
Maxygene fue: un ciclo inicial de desnaturalizacién para activar el enzima a 94°C
durante 5 min; 40 ciclos de amplificacion a 94°C durante 30 seg para
desnaturalizar el DNA; 69°C para el reconocimiento de los oligonucleétidos
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especificos durante 90 seg y 60 seg a 72°C para elongacion de la cadena, seguido

por un ciclo de extension final a 72°C por 7 min.

Los amplicones generados fueron visualizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% tefidos con bromuro de etidio (0,5 ug/ml), en un voltaje constante
de 80V durante 40 min. Los geles se visualizaron y fotodocumentaron con el

instrumento Carestream 212 PRO, Gel Logic, Rochester, USA.

8.12. Reaccion en Cadena de la Polimerasa para el diagnéstico
molecular de Blastocystis spp.

El diagnostico molecular de Blastocystis spp. se realiz6 por medio de PCR
mediante la amplificacion de la regidon polimoérfica del gen 18S rDNA, segun la

metodologia descrita por Santin y cols. (2011).

El método incluye una PCR de punto final para amplificar un fragmento de 479 pb
con los oligonucledtidos sentido (“Forward”) Blast 505-532 (5"GGA GGT AGT GAC
AAT AAATC 3") y el antisentido (“Reverse”) Blast 998-1017 (5’TGC TTT CGC
ACT TGT TCATC 3").

La mezcla de PCR para un volumen total de 50 uL contenia: 1 U Taq DNA
Polimerasa recombinante (Invitrogen, USA); buffer 1X (200 mM Tris-HCI, pH 8.4,
500 mM KCI); MgCl2 1.6 mM; mezcla de dNTPs 200 mM; ASB (10 pg/uL); 25
pmol/uL de cada oligonucle6tido; 2 puL de DNA total (~100 ng/uL) y agua

inyectable cbp. Las reacciones se realizaron en tubos de microcentrifuga de 200

ML.

El programa de amplificacion utlizado en el termociclador digital Axygen
Maxygene fue: un ciclo inicial de desnaturalizacién para activar el enzima a 94°C
durante 5 min, 38 ciclos de amplificacion a 94°C por 30 seg para desnaturalizar el
DNA; 54°C durante 30 seg para el reconocimiento de los oligonucleotidos
especificos, 72°C por 30 seg para la elongacion de la cadena, seguido por un ciclo

de extension final a 72°C por 10 min.

Los productos de PCR se observaron como se describié previamente.
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8.13. Purificacion de los amplificados

La purificacion de los productos de amplificacion de los genes PFOR y 18S rDNA
de Blastocystis spp. se realiz6 usando el kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification kit (GE Healthcare UK Limkited), segun el protocolo
proporcionado por el fabricante como se menciona a continuacion: a.) Se
agregaron 100 pL de producto amplificado en un tubo de 1.5 mL, afladiendo 500
puL del buffer tipo 3, la mezcla era agitada vigorosamente; b.) La mezcla fue
transferida a una columna GFX MicroSpin™ dentro de un tubo colector y se
centrifugd a 16 000 g/30 seg; el filtrado era desechado y la columna se colocaba
nuevamente en el tubo colector; c.) Se procedia al lavado y secado del DNA unido
a la membrana, adicionando 500 pL de Wash buffer tipo 1, tras la centrifugacion a
16 000 g/30 seg el tubo colector con el filtrado se descartaba y la columna era
transferida a tubos de 1.5 mL; d.) Para eluir el DNA, se agregaron 20 uL de buffer
tipo 6 en la columna, e incubando a temperatura ambiente por 1 min se
centrifugaba a 16 000g/1 min; e.) La concentracion del DNA purificado se ajust6 a
concentraciones de ~70 ng/pL utilizando el espectrofotometro NanoDrop One de
Thermo Scientific; f.) La integridad de los productos se comprobé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y se conservaron a -20°C hasta su

secuenciacion.

8.14. Secuenciacion y analisis de secuencias

Los productos purificados de las regiones de interés de los genes PFOR (871 pb)
y 18S rDNA (479 pb) de Blastocystis spp. se secuenciaron en ambos sentidos en
el servicio externo del Laboratorio temético de Biologia Molecular y Secuenciaciéon

Gendmica de la Biodiversidad y la Salud del Instituto de Biologia de la UNAM.

La identificacion de los subtipos de Blastocystis spp. se realizé con el fragmento
de 479 pb del gen 18S rDNA.

El andlisis de las secuencias se realizé con los programas MEGA version 7.0.26 y
BioEdit; utilizando analisis filogenético se mostro el agrupamiento de las
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secuencias del gen 18S rDNA en clados que correspondieron a los subtipos y de
manera independiente, la agrupacion de las secuencias del gen PFOR de

Blastocystis spp en clisteres.

Todas las secuencias de este trabajo fueron comparadas con secuencias
disponibles en el GenBank (Benson et al., 2018) para averiguar la identidad. Se
empled el algoritmo de busqueda BLAST (BLASTn, comparando secuencias de
nucledtidos) (http://www.ncbi.nim.nih.qov/BLAST; Altschul et al., 1990).

Los electroferogramas de las secuencias obtenidas en este estudio fueron
editados con el programa BioEdit v.7.2.6.1. (Hall, 1999). Se realizaron
alineamientos multiples usando los algoritmos CLUSTALW y MUSCLE con ajuste
manual en el software MEGA v 7.0.26 (Kumar et al., 2016; Edgar, 2004;
Thompson et al., 1994)

8.15. Variabilidad genética

El andlisis de la variabilidad genética dentro de las secuencias de los marcadores
moleculares estudiados (18SrDNA y PFOR) se realizO6 mediante el uso del
programa DnaSP6 (Rozas et al.,, 2017) y se calcularon los pardmetros de
diversidad nucleotidica (x), polimorfismo de haplotipo (6) y el estadistico D de

Tajima.

El indice = es la proporcion promedio de diferencias de nucle6tidos entre todos los
pares posibles de secuencias en la muestra; 6 es la proporcién de sitios de
nucleétidos que se espera que sean polimoérficos en cualquier muestra adecuada
de esta region del genoma. Estos indices se usan para evaluar polimorfismos a
nivel de DNA y para monitorear la variabilidad dentro o entre poblaciones
ecologicas y examinar la variabilidad genética en especies relacionadas 0 sus
relaciones evolutivas. Ademas, para evaluar si nuestras secuencias evolucionaban
de manera aleatoria (neutral) o estaban bajo un proceso de seleccion, se

sometieron a la prueba D de Tajima (Hartl, 1997).
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8.16. Reconstruccion filogenética y analisis de la variabilidad genética

La reconstruccion filogenética se realizd por el método de inferencia Bayesiana
con el programa Mr. Bayes 3. 2 (Ronquist et al., 2012). El analisis se realizo para
10 millones de generaciones con arboles de muestreo cada 100 generaciones.
Los &rboles con valores de verosimilitud bajos fueron descartados (burn-in), en
contraste los arboles con valores altos de verosimilitud o en fase estacionaria

fueron utilizados para construir arboles consenso.

Se utilizaron otras secuencias del 18S rDNA para diferentes subtipos de
Blastocystis y PFOR de otros patdgenos como Entamoeba spp. y Trichomonas

vaginalis que se obtuvieron del GenBank y se utilizaron como grupos externos.
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9. Resultados

Para alcanzar el tamafio de muestra calculado para este trabajo, se realizaron
examenes coproparasitoscopicos (CPS) a las muestras fecales de 192 nifios,
57.8% del género femenino y 42.2% del género masculino; la edad promedio fue
de 7.5+ 6.5 afios; todas las muestras provenian de nifios sintomaticos que
presentaban dolor abdominal y/o diarrea y que fueron referidos al servicio de
laboratorio clinico del Hospital para el Nifo, IMIEM para examenes

coproparasitoscopicos.

En la tabla 3, se encuentran los datos de las muestras en las que se identifico a
Blastocystis spp. como Unico parasito y en las que se realizaron los estudios
moleculares. Se incluyen los datos demograficos, sintomas, resultados de la
observacion microscopica de los examenes coproparasitoscopicos, estadios
observados en los cultivos, subtipos del gen 18S rDNA de Blastocystis spp. y

clusteres en los que se agruparon las secuencias del gen de PFOR.
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Tabla 3. Datos demograficos, clinicos, parasitoldgicos, subtipos de Blastocystis spp. por

18S rDNA vy clusteres de PFOR

Subtipos
(18S rDNA)

Género! Morfoipos Oligonucledtidos Oligonucledtido Clusteres
Muestra Sintomas CPS/40X  en el cultivo 9 . subtipo-
Edad? Santin e (PFOR)
(48h) especifico

01 m/a  Dolor .5 Vacuolar ST1 ST1 |
abdominal

02 F11 Poor .5 Vacuolar ST3 ST3 |
abdominal
Dolor Vacuolar,

03 F/13  abdominal >10 granular y ST3 ST3 I
diarrea ameboide

04 w7 Polor .5 Vacuolar ST2 ST2 I
abdominal

06  mja Polor .5 Vacuolar ST1 ST1, ST2 I
abdominal

07 f0 Polor 5~ Vacuolar ST2 ST2 I
abdominal

08 Fjo  Dolor 5~ Vacuolar ST3 ST3 Il
abdominal

09 g7 Dolor 5~ Vacuolar ST3 ST3 |
abdominal
Dolor Vacuolar

11 M/13 . >5 ST3 ST3 11
abdominal
Dolor Vacuolar,

14 M/3  abdominal >10 granular y ST3 ST3 I
diarrea ameboide
Dolor Vacuolar

15 7 2pdominal >0 Yeranular ST3 ST3 I
heces
moco

21 fjp  Dolor .5 Vacuolar ST1 ST1 |
abdominal
Dolor Vacuolar

22 M/14 . >10 ST1 ST1 |
abdominal y granular

24 M/6 Dolor . 55 Vacuolar STy ND? |
abdominal
Dolor Vacuolar

25 F/10 . >5 ST1 ST1, ST2 |
abdominal
Dolo Vacuolar

33 M/8  abdominal >5 ST3 ST3 1
diarrea
Dolor Vacuolar

35 F/8 abdominal >5 ST1 ST1 I
diarrea
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(Continua de la pagina anterior)

Subtipos
(18S rDNA)
. Morfotipos . ” Oligonucledtido ,
1
Muestra Género Sintomas CPS/40X  en el cultivo Ollgonuclfacindos subtipo- Clusteres
Edad? Santin " (PFOR)
(48h) especifico
37 Fjg  Dolor s0  Vacuolar ST2 ST2 I
abdominal
a5 w3 Dol 5 Vacuolar ST1 ST1 I
abdominal
Dolor Vacuolar
46 M/5  abdominal y >5 ST1 ST1 I
diarrea
Dolor Vacuolar
102 F/8 abdominal y >10 ST3 ST3 I
diarrea
ATCC-
50754 ST3 1

1, F: femenino/M: masculino; 2, edad en afios; 3, ND: no determinado para ST/ subtipo especifico, pero se
probaron el subtipo especifico para ST1, ST2 y ST3.

9.1. Resultados de los estudios coproparasitoscopicos (CPS)

Todas las muestras fueron procesadas por la técnica de concentracion por
flotacién de Faust para la busqueda de parésitos intestinales (quistes de protozoos
y huevos de helmintos). La frecuencia de parasitosis fue de 66.7% (128 muestras).
El parasito con mayor prevalencia fue Blastocystis spp. (36.5%); otros protozoos
identificados fueron Entamoeba coli (33%), Endolimax nana (32%) y Entamoeba
histolytica/dispar (15%). Ademas, se identificaron Hymenolepis nana (10%) y

Enterobius vermicularis (5.5%).

El empleo de la técnica coproparasitoscopica de concentracion por flotacion
permitié observar formas troficas de Blastocystis por campo a 40X, el estadio que
se observo en todas las muestras fue el vacuolar o de cuerpo central (figura 11),
ademas se observaron junto con este estadio las formas granular (10%) (figura
11a) y de quiste (4.3%). En el 31.5% se observd >10 parasitos/40X.
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9.2. Resultados del cultivo de Blastocystis spp.

Se realizo el cultivo en condiciones de esterilidad a 21 muestras que mostraron
como Unico parasito a Blastocystis spp. (figura 10). El desarrollo se revisé a las 48
y 72 h, no se encontré una velocidad de crecimiento constante para todas las
cepas, en cinco muestras el crecimiento fue mas lento y requirié una incubacion
prolongada hasta por cinco dias; en cuatro cepas el desarrollo a las 72 h fue hasta
10 veces mas rapido y con una concentracion de células ~300 células/uL. El
estadio vacuolar se observo en todas las muestras, también se identificé el estadio
granular. Interesantemente, en una muestra y en un mismo campo también se

pudo observar el estadio ameboide y células en fisién binaria, figura 12.

Figura 10. Condiciones en las que se realiz6 el cultivo de Blastocystis spp.

Cultivo en el medio bifasico de Boeck-Drbohlav modificado. Se suplemento con 10% de suero de caballo. La
incubacidn se realizé con tensidn reducida de oxigeno a 37°C por un lapso hasta de cinco dias.
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Figura 11. Blastocystis spp. estadio vacuolar; y estadio granular (11a)

Figura 11. Identificacion mediante CPS concentracion-flotacion. Se observa el estadio de cuerpo central o
vacuolar. Los nucleos en numero variable y los MLO contiguos, se observa diferencia en el tamafio celular.
Aumento: 400X

Figura 11a. Estadio granular, observado en el cultivo a las 72 h. Medio de Boeck-Drbohlav modificado. Es
notoria la diferencia en el tamafio de las dos células en estadio granular. Aumento 400X
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Figura 12. Estadios o morfotipos de Blastocystis spp.

Estadios: ameboide?, vacuolar?, granular. Se observa reproduccién mediante fisién binaria> Cultivo a las 72

h. Medio de Boeck-Drbohlav modificado. Aumento 400X.
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9.3. Estandarizacion de PCR para PFOR

Para estandarizar la PCR para PFOR, inicialmente se emplearon gradientes de
temperatura los cuales fueron de 54°C a 63°C, el amplificado de interés, de
aproximadamente (~871 pb), solo se observé a temperatura mayor de 62.4°C, sin
embargo, la intensidad del amplicon fue baja y se observaron bandas

inespecificas, figura 13.

Figura 13. Estandarizacion de la PCR para PFOR. Gradiente de temperatura

]

~ 871 pb

PM 54 56.2 588 60.5 62.4 63°C

Gradiente de temperatura de 54°c a 63°C, para obtener el amplicén ~ 871 pb del gen PFOR de
Blastocystis spp.

El uso de facilitadores (betaina, tween 20, tween 80, formamida, albumina,
glicerol, DMSO vy tritbn) mejoraron la intensidad de la banda ~871 pb (PFOR),
cuando se realiz6 la PCR a 63°C; se observd que la albumina permitié la
amplificacion del fragmento del gen PFOR con la menor cantidad de bandas

inespecificas, figura 14.
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Figura 14. Estandarizacion de la PCR para PFOR. Uso de facilitadores

—

¢ (
| | \
| I ' l s ']

PM B Tw20 Tw80 F ASB G DMSO T

1

~871p8

Uso de facilitadores para la PCR del amplicdn ~ 871 pb del gen PFOR de Blastocystis spp.

PM: peso molecular (100 pb); B: betaina; Tw20: tween 20; Tw80: tween 80; F: formamida; ASB: albimina
sérica bovina; G: glicerol; DMSO: dimetilsulfoxido; T: tritdn

Se prob6 un segundo gradiente de temperatura (b) con un rango de 63.9 a 73°C,
utilizando ademas del control positivo muestras de este trabajo con la finalidad de
corroborar las condiciones obtenidas. Se encontr6 que a la temperatura de 63.9°C,
cercana a la obtenida en el ensayo inicial de gradiente de temperatura, las
muestras de trabajo mostraron bandas inespecificas, por lo que se decidio
aumentar el rango de temperatura y se encontré que la mejor fue a 69.7°C, figura
15.

58



Figura 15. Estandarizacion de la PCR para PFOR. Segundo gradiente de temperatura

Cafritvas 2 3 4 5 6 7 8 I8 39 92
~ 871 pb
S G o B N T
-
LI ™
|_l_l '_l__' \ | — Y
PM 62.3 63.9 63.9 65.7 67.4°C

Carfil: 13 14

~ 871 pb
—

' \ \l - J  Ip——

PM 69.7 72.6 1375

Gradiente de temperatura (b) de 62.3 a 73°C para la PCR del amplicon ~ 871 pb del gen PFOR de Blastocystis

spp.

Carriles 1y 13: (PM) peso molecular 100 pb; carriles 2, 4,9, 11, 11, 14, 16, 17: Control positivo; carriles 6, 7,

8: muestras 01, 02, 03; carriles 3, 5, 10, 12, 15, 18: control negativo.
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La concentracion de MgClz, que permitié observar el amplicén de interés fue a 2.0

mM, aunque se presentaron bandas inespecificas, figura 16.

Figura 16. Gradiente de MgCl, para la PCR de PFOR

~ 871 pb
ﬁ

PM 1 2 3 5 mM

PM: peso molecular (100 pb); rango de concentraciones: 1 a 5 mM; temperatura de amplificacion 69°C.

60



Con la finalidad de eliminar las bandas inespecificas se aument6 a 40 el nUmero
de ciclos y el tiempo de alineamiento a 90 seg, como resultado las bandas

inespecificas desaparecieron.

Finalmente, se ensayaron las condiciones de la PCR, con base en los diferentes
gradientes y concentraciones ensayados y se establecio el siguiente protocolo con
el que se obtuvo el mejor amplificado para el gen PFOR de Blastocystis spp., tabla
4y figura 17.

Tabla 4. Protocolo para amplificar fragmento del gen PFOR de Blastocystis spp. en
aislados humanos

No.Rx: 1
Concentraciéon Vol. (ul)
Reactivo inicial final 25
Buffer 10 1 X 2.5
MgCl2 50 2 mM 1.4
dNTP's 10 1 X 2.5
Enhancer 10 1 X 0
BSA 1 0.04 mg/ml 1
Primer Fw 34.44 25 pmol 0.2
Primer Rv 34.69 25 pmol 0.2
H20 - - - 15
DNA 1 2 pl 2.0
Taq 5 1 U 0.2
25 uL

Programa de amplificacién PFOR

94°C 5 min 1 ciclo
94°C 30 seg

69°C 90 seg 40 ciclos
72°C 1 min

72°C 7 min 1 ciclo

Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% en la solucién amortiguadora TAE 1X, pH 7.7; se tifieron con
bromuro de etidio (0,5 pyg/mL). Las muestras y los marcadores de peso molecular

se diluyeron en buffer de carga (rojo de cresol 10 mg/mL en glicerol al 50%
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colorante 6X), se depositaron en el gel y se sometieron a migracion electroforética
en un voltaje constante de 80V durante 40 min. Los geles se visualizaron bajo luz
ultravioleta y se fotodocumentaron los resultados con el instrumento Carestream
212 PRO, Gel Logic, Rochester, USA. EI ADN de la cepa Blastocystis ATCC-
50754 (ST3) junto con DNA positivo para Blastocystis de muestras secuenciadas

previamente se uso como control interno para las amplificaciones.

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, para el gen PFOR de
Blastocystis spp.

~871pb |
ﬁ
™ = ~ . -
500 pb "
PM Ctrl (-) Ctrlh A 15 ATCC 50754 22
PM: Peso molecular (100 pb); Ctrl (-): muestra sin DNA; Ctrl h: control negativo con células humanas; A:

muestra negativa a Blastocystis spp. 15: muestra 15 del estudio; ATCC 50754; 22: muestra 22 del estudio.

Amplicones especificos a ~871 pb
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9.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa para el gen diagndéstico 18S
rDNA

La amplificacion y secuenciacion del fragmento de 479 pb del gen 18S rDNA
(figura 18) utilizando los oligonucleétidos disefiados por Santin y colaboradores
(2011) permiti6 realizar la identificacion de los subtipos ST1, ST2, ST3y ST7 de

Blastocystis spp. en las muestras de este trabajo.
El protocolo de amplificacion utilizado fue el que se sefiala en la tabla 5.

Tabla 5. Protocolo para amplificar gen 18S rDNA de Blastocystis spp.

No.Rx: 1
Concentracion Vol. (unl)
Reactivo inicial final 50
Buffer 10 1 X 5
MgCl2 50 1.6 mM 2.4
dNTP's 10 1 X 5
Enhancer 10 1 X 0
BSA 1 0.02 mg/ml 1
Primer Fw 23.53 25 pmol 0.5
Primer Rv 22 25 pmol 0.6
H20 - - - 33.3
DNA 1 2 ul 2.0
Taq 5 1 U 0.2
50.0 pL
Programa de amplificacion 18S rDNA
94°C 5 min 1 ciclo
94°C 30 seg
54°C 30 seg 38 ciclos
72°C 30 seg
72°C 10 min 1 ciclo

Protocolo que se utilizé para amplificar fragmento 479 pb del gen 18S rDNA de Blastocystis spp., utilizando

los oligonucledtidos segln Santin y colaboradores (2011).
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para el gen 18S rDNA de
Blastocystis spp.

~479 pb X
| -

M Ctrl + 1 2

M: marcador molecular (100 pb); Ctrl: control positivo; 1-2: muestras del estudio. Amplicones especificos a

479 pb

9.5. Purificacion de los amplicones

El DNA purificado se cuantificd, las concentraciones de las muestras se ajustaron

a concentraciones ~70 ng/pL para cumplir con los requisitos de secuenciacion.

Todos los productos purificados se corrieron en gel de agarosa al 1.2% para

verificar su integridad y la ausencia de bandas inespecificas, ejemplo, figura 19.
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa 1.2% de productos purificados de la PCR
del gen PFOR

PM 06 07 21 33

Electroforesis en gel de agarosa 1.2% de los amplicones del fragmento del gen PFOR de Blastocystis spp.

purificados. PM: peso molecular (100pb); 06, 07, 21, 33: muestras del estudio.

9.6. Alineamiento y andlisis de secuencias

Se obtuvieron 22 secuencias de cada gen estudiado (18S rDNA y PFOR) de las
cuales 21 correspondieron a las muestras de este trabajo y 1 secuencia de la cepa

ATCC 50754, la cual fue utilizada como control.

Se realizaron alineamientos para cada marcador, comparando las secuencias del

presente estudio con las secuencias disponibles en bases de datos publicas.

Para el gen 18S rDNA de Blastocystis spp. se obtuvo un total de 56 secuencias,
34 obtenidas del GenBank (sus numeros de acceso se sefialan en el arbol
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filogenético, figura 20) que corresponden a los 17 subtipos identificados a la fecha.
Una secuencia obtenida de la cepa ATCC 50754 y 21 secuencias de los aislados

humanos de este estudio.

Para el gen PFOR de Blastocystis spp. se obtuvo un total de 39 secuencias, 17
obtenidas del GenBank (nimeros de acceso sefialados en el arbol filogenético,
figura 21), que corresponden los subtipos ST1, ST4, ST6, ST7, ST9 y otros
patbgenos como Trichomonas vaginalis y Entamoeba spp. Una secuencia
obtenida de la cepa ATCC 50754 y 21 secuencias de los aislados humanos de

este estudio.

Todas las secuencias y sus electroferogramas fueron revisados y editados debido
a que en la region inicial y final del electroferograma se mostraron nucleotidos con
mala calidad de lectura. Se eliminaron estas regiones tanto en la secuencia
sentido “forward”y antisentido “reverse”y se obtuvo la secuencia consenso con la
longitud méas cercana al fragmento de interés. Para conocer la identidad de las
secuencias (numero de coincidencias cada 100 posiciones en %) de este estudio,
se realiz6 el alineamiento de cada secuencia problema (“query”) contra secuencias
de la base de datos de secuencias no redundantes empleando el algoritmo
BLASTnN. EIl algoritmo nos mostré los puntajes “query cover” y “E-value”, que

denotan la identidad de los alineamientos.

La puntuacion “query cover” refleja el porcentaje de alineamiento de nuestra
secuencia problema contra la secuencia de la base de datos, un valor ideal es del
100%. “E-value” nos muestra la significancia estadistica, mostrando que el
alineamiento sea 0 no al azar, este valor decrece exponencialmente conforme se
incrementa la puntuacion del alineamiento. Los valores de identidad de las

secuencias de los genes estudiados que se obtuvieron fueron mayores al 80%.
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9.7. Filogenia de las secuencias del fragmento del gen 18S rDNA de
Blastocystis spp.

Para el gen 18S rDNA, se realiz6 una reconstruccion filogenética Bayesiana de las
secuencias de este estudio con respecto a 37 secuencias de diferentes subtipos
disponibles en el GenBank, se observé claramente la separacion de clados que

correspondieron a los 17 subtipos conocidos para Blastocystis spp.

Las muestras de este trabajo, incluida la secuencia de la cepa ATCC 50754, se
agruparon de la siguiente manera: dentro del ST1 (8 secuencias) ST2 (3
secuencias), ST3 (9 secuencias, mas 1 de la cepa ATCC) y ST7 (1 secuencia),

figura 20.

Las frecuencias de los subtipos de Blastocystis spp. fueron: para el subtipo ST3
43%, para el ST1 38%, para el ST2 14% y un 5% para el ST7.
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9.8. Filogeniade las secuencias del fragmento del gen PFOR de
Blastocystis spp.

Para el gen PFOR de Blastocystis se usaron las secuencias de PFOR disponibles
en el GenBank, de Entamoeba histolytica (KB823633), (U30149), (XM651927),
Entamoeba nuttalli (XM008857519), Entamoeba invandens (XM004259332),
Trichomonas vaginalis (XM00158231), (AY652962), (AY661465), (XM00131186),
(U16823), (XM00132128) y las secuencias de Blastocystis spp. para los subtipos
ST1 (EF512300), ST4 (XM014671717), ST6 (ZRM01000346), ST9
(JZR001000692) y ST7 (XM013042447), (XM013038360). La reconstruccion
filogenética Bayesiana a partir de nucleétidos no mostrd agrupacion de secuencias
totalmente de acuerdo con su subtipo, aunque no existe gran distancia entre las

secuencias y se obtuvo valores de soporte con confianza cercana a 1.

Las secuencias de PFOR de este trabajo, incluida la secuencia de la cepa ATCC
50754 formaron tres clUsteres. El cluster | contiene secuencias de los subtipos
ST1 (7 secuencias), ST3 (3 secuencias) y ST7 (1 secuencia) junto con la
secuencia caracterizada de Blastocystis Nandll (ST1) del GenBank. El cluster 1l
contiene secuencias de los subtipos ST2 (3 secuencias) y ST1 (1 secuencia),
conociendo que la secuencia ST1 de este cluster mostré una coinfeccién con ST2.
El cluster Il contiene solo secuencias ST3 (7 secuencias), incluida la secuencia de
la cepa ATCC 50754 (ST3), figura 21.
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Figura 20. Inferencia Bayesiana de las secuencias 18S rDNA de Blastocystis spp. de este
trabajo y otras obtenidas del GenBank.

Blastocystis sp. (KC148208) ST17
Blastocystis sp. (KC148210) ST5
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Secuencias de Blastocystis obtenidas de niflos mexicanos, usando un fragmento de gen
18S rDNA. Los valores de los nodos indican el porcentaje de probabilidad posterior usando

10 millones de generaciones.
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Figura 21. Inferencia Bayesiana de las secuencias PFOR de Blastocystis spp. de este
trabajo y otras obtenidas del GenBank
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Secuencias de Blastocystis obtenidas de niflos mexicanos, usando un fragmento del gen
PFOR. Los valores de los nodos indican el porcentaje de probabilidad posterior usando 10

millones de generaciones.
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9.9. Variabilidad genética

Para evaluar la variabilidad genética de las secuencias de los genes estudiados,

se calcularon parametros de genética de poblaciones, determinando los indices n

y 0.

El andlisis del gen 18S rDNA mostré que los indices de polimorfismo genético
fueron similares entre las secuencias de los subtipos ST1 y ST2 (n~0.025 and
6~0.036); las secuencias del subtipo ST3 mostraron una diferencia de hasta 10
veces menos su valor con respecto a las secuencias ST1 y ST2 (n~0.004 y
06~0.005).

En el analisis de las secuencias del gen PFOR, se encontré entre los clusteres | y
Il una tendencia parecida (=~0.05 y 6~0.05), para el cluster Il se encontr6 valores
de (=~0.008 y 6~0.009).

Los resultados de la prueba D de Tajima mostraron valores negativos para los
marcadores moleculares (18S rDNA y PFOR) tanto para los subtipos ST1, ST2 y
ST3 vy los clusteres I-111, tabla 6.
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Tabla 6. indices de polimorfismo genético entre secuencias de Blastocystis spp.

Marcador SNgchgrnc::gi Hd? n*+SD* 0°+SD Te(l\j/i;\r:r’sp;)
18S rDNA
ST1 10 0.867 0.0293+0.0157 0.0470+0.0199 -1.9031 (=0.05)
ST2 6 0.933 0.0201+0.0109 0.0258+0.0129 -1.3898 (=0.10)
ST3 13 0.894 0.0045+0.001 0.0055+0.0028 -0.6024 (=0.10)
PFOR
Claster | 10 0.956 0.0311+0.0117 0.0457+0.0199 -1.7406 (=0.05)
Cluster Il 4 1.000 0.0655+0.0137 0.0635+0.0350 -0.5006 (=0.10)
Cluster 1l 6 0.933 0.0079+0.0027 0.0098+0.0052 -1.2217 (=0.10)

1, H: nimero de haplotipos; 2, Hd: diversidad de haplotipo; 3, ©: diversidad nucleotidica; 4, SD: desviacidn

estandar; 5, 0: polimorfismo de haplotipo
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10. Discusion

Se ha propuesto que el conocimiento del polimorfismo genético intra e
interespecifico se puede aplicar al control de parasitos y a su epidemiologia, ya
gue estas caracteristicas biologicas influyen en los cambios evolutivos futuros, la
diferenciacion genética y la especiacién en muchos patdégenos (Villanueva-Garcia
et al., 2017; Thompson et al.,1995; Villalobos et al., 2014).

Asimismo, se ha sugerido que el gen 18S rDNA, tradicionalmente utilizado para
identificar al menos 17 diferentes subtipos de Blastocystis, no podria ser el
marcador de eleccibn para la discriminacion intra-subtipos, debido a la
sobreestimaciéon que puede darse como consecuencia del alto polimorfismo dentro
del gen 18S rDNA de Blastocystis spp. (Poirier et al., 2014).

En el presente estudio, se evalu6 el polimorfismo genético en un fragmento de
~871 pb del gen PFOR en aislados de Blastocystis de portadores sintomaticos. Se
decidi6 estudiar el gen PFOR, debido a la importancia que tiene este enzima clave

del metabolismo energético en muchos patégenos anaerobios.

La subtipificacion de Blastocystis spp. en muestras de la poblacion del Estado de
México no habia sido documentada previamente. En este trabajo se encontré que
los subtipos ST1 y ST3 fueron los mas frecuentes (la frecuencia de ambos fue del
81%); este hallazgo concuerda con otros estudios realizados en nifios infectados
con Blastocystis en otros estados de la Republica Mexicana (Villalobos et al.,
2014; Villegas-Gémez et al., 2016).

Ademas, el arbol filogenético del gen 18S rDNA revel6 la presencia de diferentes
clados que correspondieron exactamente a los subtipos ST1 a ST17, lo que
concuerda con lo obtenido por Santin (2011) y Vargas-Sanchez y colaboradores
(2015).
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Del mismo modo, la diversidad nucleotidica (r) y el polimorfismo de haplotipo (6)
obtenida para la subunidad pequefia del RNA ribosomal, también concuerda con
los resultados de estudios previos realizados en nifios de diferentes estados de

nuestro Pais (Villalobos et al., 2014; Villegas-Gomez et al., 2016).

Interesantemente, los valores © y 6 para el subtipo ST3 fueron casi 10 veces mas
bajos (1~0.004 y 6~0.005) que los valores para los subtipos ST1 o ST2 (=~0.025 y
6~0.036), lo que posiblemente esté relacionado con la alta frecuencia del ST3 en

humanos, sugiriendo una alta especificidad.

Un estudio enfocado para evaluar la variabilidad genética y la especificidad por
hospedero de Blastocystis spp. en monos aulladores salvajes, de dos regiones del
sureste de México, mostro que el subtipo ST1 se presenta en diferentes regiones y
gue de alguna forma existe interaccion entre ellas. En contraste el subtipo ST2
existe solo en algunas localidades (Villanueva-Garcia et al., 2017). Otro estudio
que tuvo como objetivo determinar la frecuencia y distribucion de los subtipos de
Blastocystis en Macaca fascicularis en Tailandia, mostr6é que el ST3 fue el subtipo
mas prevalente (36.55%), seguido de ST2 y STl (24.37% y 17.26%,

respectivamente) (Vaisusuk et al., 2017).

Ambos estudios respaldan que Blastocystis muestra diferentes niveles de
especificidad por hospedero. Por lo tanto, estos niveles de especificidad criptica
por hospedero, inter e intra-subtipo, pueden modificar la estructura de la poblacién

y la variabilidad genética de Blastocystis.

En este trabajo también se obtuvieron los valores de estadistico D de Tajima, y
sus resultados fueron estadisticamente significativos, lo que sugiere que las
secuencias ST1 y ST3 de PFOR muestran un proceso de expansion reciente o un
efecto de seleccion purificadora lo que influiria en la epidemiologia de Blastocystis
(Hartl, 1997).

La presencia de co-infecciones con los subtipos ST1 y ST2 identificadas en dos

muestras del presente estudio, concuerdan con otros estudios en los que
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encontraron infecciones mixtas de ST1 con otros subtipos en ~10% de las

muestras (Pandey et al., 2015; Barbosa et al., 2018).

Resulta de interés puesto que en el caso de otros protozoos que tienen alta
diversidad genética (p. ej. Cryptosporidium spp.) (Boughattas et al., 2017), la
infeccion en el humano se presenta con varios subtipos al mismo tiempo. Por ello,
resulta inusual que la infeccidén por Blastocystis se presente en su mayoria, por un
solo ST y solo en un ~20% se identifiquen coinfecciones por subtipos (Tan, 2008;
Scanlan et al., 2015; Poirier et al., 2014; Alfellani et al., 2013b).

El conocer la frecuencia de las coinfecciones por diferentes STs, podria tener
implicaciones desde el punto de vista de la biologia del parasito, asi como de la

inmunologia del hospedero.

Es necesario investigar si existen interacciones en el ambiente intestinal que
promueven la competencia entre STs, o si hay factores que determinan que un ST

sobre otro, cause la enfermedad.

Por otro lado, el ST3 es el subtipo mas prevalente en humanos (60%) (Oliveira-
Arbex et al., 2018; Stensvold 2013a; Yoshikawa et al., 2016a) y el que se aisla
frecuentemente en gran numero de hospederos no humanos (Cian et al., 2017;
Stensvold et al., 2009a; Alfellani et al., 2013c).

Pero es el ST1, el que se ha identificado con mayor frecuencia en coinfecciones
con diferentes subtipos (Scanlan et al.,, 2015; Tan, 2008). Estos hallazgos
probablemente indiquen que el ST1 requiere de algun tipo de interaccién con otros
subtipos para infectar o que existen condiciones del entorno intestinal que no le

favorecen para establecerse y causar enfermedad.

Otra posibilidad seria la subestimacion en la identificacion de coinfecciones por
diferentes subtipos debido a limitaciones en las metodologias de PCR que se usan

comunmente (Scicluna et al., 2006).

En cuanto al arbol filogenético para las secuencias de PFOR, se separaron
claramente las especies de otros patdgenos en diferentes clusteres, mostrando la

homologia de la proteina entre estas especies; sin embargo, las secuencias de
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Blastocystis obtenidas en este estudio se agruparon en tres cllsteres, dos de
estos clusteres agruparon a diferentes subtipos (cluster | con secuencias de los
subtipos ST1 y ST3 y claster Il con secuencias de los subtipos ST2 y ST1) y solo
un cluster agrupd secuencias del subtipo ST3, incluida la cepa de ATCC-50754
(ST3).

Las diferencias entre los arboles filogenéticos del gen PFOR y el gen 18S rDNA de
este trabajo, mostraron la heterogeneidad en la distribucion de las secuencias de
un mismo subtipo, por lo tanto se puede sefalar que el gen PFOR no es lo
suficientemente sensible, para subtipificar a Blastocystis y esto puede deberse a la
accion de diferentes procesos en la evolucién de PFOR, que posiblemente estén
relacionados con la funcion de la proteina independientemente del subtipo, sin
embargo, estos datos no correlacionan con alguna caracteristica como
crecimiento, formacion de quistes, etc. por lo cual es necesario mas estudios para

abordar estas diferencias (Sanmartin y Meseguer, 2016).

Por el contrario, el andlisis de las secuencias del gen 18S rDNA de este estudio,
ha demostrado que este marcador es lo suficientemente sensible como para
resolver relaciones filogenéticas e infecciones cripticas por Blastocystis (Alfellani
et al., 2013a; Stensvold et al., 2009a; Chambouvet et al., 2015; Villalobos et al.,
2014; Villegas-Gémez et al., 2016).
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11. Conclusiones

Se determind la distribucion por subtipos de Blastocystis en nifios sintomaticos, de
algunas localidades del Estado de México, con los subtipos ST1 y ST3 como los
mas frecuentes, lo que aporta datos para el conocimiento de la filogeografia de

este stramenopile.

Se logré amplificar el fragmento ~871 pb del gen del piruvato: ferredoxin
oxidoreductasa de una cepa ATCC, subtipo ST3, de Blastocystis con la finalidad
de estandarizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y servir como
control positivo.

Los analisis de variabilidad genética (n, 6) como medida para conocer el
polimorfismo del gen PFOR de Blastocystis spp., indicaron que ST1 y ST2 fueron
los mas diversos con valores de n~0.025 y 6~0.036, en contraste con el valor
obtenido para ST3 (n~0.0046 y 6~0.0055) que mostrd ser hasta 10 veces mas

bajo.

La inferencia filogenética con las secuencias de nucleétidos de PFOR mostraron
tres clusteres entre las muestras de Blastocystis y otros patdgenos, como

Entamoeba spp. y Trichomonas vaginalis.

Es de notar que los clusteres (I-lll) en el arbol para el gen de PFOR no
correlacionan totalmente con los clados de los subtipos que se identifican
mediante el uso del marcador molecular 18S rDNA y, aunque en un cluster se
agruparon secuencias del subtipo ST3, incluida la secuencia de una cepa ATCC
(ST3), esto no podria ser argumento para predecir que el uso de este marcador

molecular permitiera la identificacion de Blastocystis por subtipos.
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12. Perspectivas

Amplificar el gen completo de PFOR para investigar su relacion con el gen 18S
rDNA en Blastocystis spp.

Realizar estudio de casos y controles para investigar la relacién del gen PFOR con

los subtipos aislados en portadores sintomaticos con Blastocystis spp.

Realizar un estudio para investigar si existe alguna co-localizacion de PFOR en
Blastocystis spp., que ayudaria a conocer si esta proteina pudiera tener alguna
funcion relacionada con la adherencia, tal como se ha propuesto en el caso de

Trichomonas vaginalis.
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