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Subtipos genéticos de Blastocystis sp. y el sindrome de intestino irritable.
Estudio de casos y controles

Resumen
Blastocystis hominis ha sido definido como comensal 6 parasito, sin embargo esto ha
estado en discusion los ultimos 30 afios, ya que se tienen reportes de personas
portadoras de este microorganismo con cuadros diarreicos, urticaria, sangre en heces y
alteraciones en la frecuencia y forma de sus deposiciones, mientras que en otros B.
hominis es un hallazgo en estudios coproparasitoscopicos. Asimismo en este tiempo han
sido poco claras las especies propuestas del genero Blastocystis. En 2007, con la
caracterizaciéon de los subtipos del género Blastocystis, se sugirio referirse a estos
organismos como Blastocystis sp., y al conocer el subtipo, fue posible clasificarlos, lo que
abrid la posibilidad de la existencia de subtipos comensales y subtipos patdégenos, los
cuales pueden ayudar a resolver el dilema de encontrar en algunas personas a
Blastocystis sp., como comensal y en otras encontrarlo como parasito. En la dltima
década por estudios de América del norte, Europa y Asia, surgié la posibilidad de que
Blastocystis sp. sea uno de los agentes causantes del sindrome de intestino irritable (SlI).
En la presente tesis se analizé el posible papel de Blastocystis sp. en el Sll, para lo cual
se establecieron los siguientes objetivos particulares; 1) Establecer la prevalencia de
Blastocystis sp. pacientes con Sl vs. controles. 2) Identificar los subtipos genéticos de
Blastocystis sp. presentes en la poblacién mexicana. 3) Identificar otros posibles agentes
etioldgicos infecciosos del Sll en nuestra poblacion.
Inicialmente se contd con la participacion de 62 pacientes en el grupo de casos, de los
cuales 50 cumplieron con los criterios de inclusion. En el grupo de controles se reclutaron
95 participantes, de los cuales 65 tuvieron todos los criterios de inclusién. La edad
promedio de los individuos de ambos grupos (n=115) fue de (media+DE) 49+15.6 afios.
En el grupo de casos se incluyeron pacientes diagnosticados con Sl con los criterios de
ROMA 1l y en quienes se descart6 alguna otra patologia mediante colonoscopia. El grupo
control estuvo conformado por pacientes que presentaron alguna alteracion en el tubo
digestivo bajo, diferente al Sll. Por estudios coproparasitoscopicos se encontré una
prevalencia global de Blastocystis sp. del 23.5%, 16/50 (32%) de los pacientes con Sll y
11/65 (16.9%) de los controles fueron portadores, sin embargo este microorganismo solo
mostré una tendencia de asociacion con este trastorno (p=0.0581, OR=2.31, I1C=0.956-
5.567).
Los estudios moleculares mostraron que los subtipos mas comunes de Blastocystis sp.
fueron el ST1 y ST3, en la mayoria de los casos en co-infeccion. También se encontré el
ST2, que presentd una identidad del 90% con el género Blastocystis, las demas
secuencias presentaron una identidad superior al 97% con respecto a secuencias
encontradas en otros paises como Japon, Dinamarca y Estados Unidos. Blastocystis fue
el parasito mas frecuente en el grupo de los casos, mientras que en el grupo control lo fue
Dientamoeba fragilis seguido de Blastocystis sp. Por parte de las bacterias, para ambos
grupos fue Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. Solo en
un paciente del grupo control se identificé un caso de rotavirus y en un paciente con Sll se
identificd6 Salmonella parathyphi A.
Debido a que el Blastocystis sp. solo mostré una tendencia de asociacion con el parasito
Sll, es recomendable ampliar el tamafio de muestra para aclarar 6 desechar esta
asociacion. Debido a que actualmente se desconoce cOmo es la estructura genética
poblacional de Blastocystis sp., considerando los datos obtenidos en la presente tesis y
de las secuencias del GenBank, podemos suponer que este parasito puede presentar una
estructura clonal con cierto grado de recombinacién entre variantes genotipicas cercanas
gue puedan encontrarse en el ambiente o co-infectando a un mismo individuo.



Genetic subtypes of Blastocystis sp. and irritable bowel syndrome,
a case-control study

Abstract

For the last 30 years ago, the pathogenic character of Blastocystis hominis is
controversial, because it is found as a parasite in individuals with enteric and cutaneous
symptoms but also as commensal organism in healthy and asymptomatic subjects.
Besides, its taxonomic status is still under study with scarce unclear species. In 2007, it
was proposed to use the Blastocystis sp terminology to improve the scientific
communication, about this microorganism followed by the genetic subtype; thus, some
subtypes were refereed as commensals and others as pathogens. Some studies in North
America, Europe and Asia showed to Blastocystis as probable etiologic agent for to
develop irritable bowel syndrome (IBS).

The purpose of the present study is to analyze the role of Blastocystis in the etiology of
irritable bowel syndrome (IBS), following specific aims: 1) to know the prevalence of
Blastocystis sp in IBS and controls groups; 2) to identify the genetic subtypes of this
microorganism in a Mexican population and 3) to recognize other possible etiological
infectious agents in IBS in our population.

Initially we had the participation of 62 patients in the group of cases, of which 50 met the
inclusion criteria. In the control group were recruited 95 participants, of whom 65 had all
the inclusion criteria. The average age of individuals in both groups (n = 115) was

(mean+DE) 49+15.6 years. In the case group included patients diagnosed with IBS with
Rome lll criteria and excluded other disorders detected by colonoscopy. The control group
consisted of patients who had some alteration in the gastrointestinal tract, other than the
IBS.

Stool investigations for parasites found an overall prevalence of Blastocystis sp. 23.5%,
16/50 (32%) in patients with IBS and 11/65 (16.9%) in controls. Although Blastocystis was
the most common parasite found in IBS patients, this microorganism only showed a trend
of association with these patients (p=0.0581, OR=2.31, IC=0.956-5.567). Molecular
studies showed that the main subtypes found were ST1 and ST3 with a high co-infection
of these subtypes within participants, while ST2 was found in some patients. All ST
showed a high identity regarding to Blastocystis Genus (ST2=90%, ST1 and ST3 >97%),
similar to other sequences of parasites from Japan, Denmark and United State.
Blastocystis was more common in the IBS group, while Dientamoeba fragilis and after
Blastocystis were more frequently in the control group. Regarding bacteria found,
Escherichia coli was identified in >86% of participants; followed in frequency by Klebsiella
and Pseudomonas. Rotavirus was only found in one control and Salmonella parathyphi A
was identified in one IBS patient.

Because Blastocystis sp. only showed a trend of association with the parasite IBS, we
recommended to perform studies with a high sample size to confirm or discharge this
tendency. The genetic structure in Blastocystis sp. is unknown; thus, our clinical and
molecular data and sequences reported in the GenBank, let us to hypothesize that this
parasite exhibit a clonal structure with scarce genetic recombination within variants or
subtypes closer that could be founded in the environment or with co-infection in a same
carrier.



INTRODUCCION

Blastocystis hominis es un microorganismo de distribuciéon mundial que afecta a los seres
humanos asi como a mamiferos, aves, anfibios y marsupiales (Boreham y Stenzel 1993;
Stenzel et al., 1994; Chen et al., 1997; Moe et al., 1997; Duda et al., 1998; Yoshikawa et
al., 2003; Abe et al., 2003a; Abe et al., 2003b; Tan 2004; Abe 2004; Noél et al., 2005;
Parkar et al., 2007; Parkar et al., 2010). Ha sido dificil clasificar a este microorganismo ya
gue presenta un gran polimorfismo (su tamafio oscila entre 4 y 200 micras y tiene
diferentes formas), ademas se presenta en una gran variedad de hospederos (Zierdt
1991; Zaman et al., 1997; Tan 2004; Tan y Suresh 2006a; Tan y Suresh 2006b.).
Recientemente, con la informacion sobre la secuencia completa del gen de la subunidad
pequeiia ribosomal (SSUrDNA) de B. hominis, se ha colocado dentro del reino Chromista
(Cavalier—Smith., 1998) lo que convierte a B. hominis en el Gnico Chromista (conocido
hasta ahora) que afecta a seres humanos (Windsor et al., 2007).

A pesar de que B. hominis fue descrito a principios del siglo XX, sélo se habia estudiado
extensamente su morfologia (Zierdt, 1991) y hasta la Ultima década se han obtenido
avances significativos en el conocimiento de su biologia (Tan 2008); sin embargo, aln no
se ha aclarado su virulencia y su ciclo de vida (Tan 2008), aunque los datos
epidemioldgicos actuales, asi como estudios in vitro e in vivo, indican que en el género
Blastocystis hay representantes con potencial patdogeno (Garavelli et al., 1991; Carbajal et
al., 1997a; Lanuza et al., 1999; Giacometti et al., 1999; Pasqui et al., 2004; Puthia et al.,
2005; Puthia et al., 2006; Boorom 2008; Dominguez-Marquez et al., 2009; Yakoob et al.,
2010).

ANTECEDENTES
Biologia de Blastocystis hominis

Taxonomia

Durante casi un siglo la clasificacién taxonémica de B. hominis estuvo en debate, siendo
colocado dentro del reino de los hongos y posteriormente clasificado como un protozoario
(Silberman et al., 1996). Por otra parte, dentro del Género Blastocystis, existe la discusién
sobre la diferenciacién de especies y el cOmo mencionar a sus integrantes, siendo la
recomendacion mas reciente referirse a estos microorganismos como Blastocystis sp.
(Stensvold et al., 2007a). Al analizar la secuencia del gen de la SSUrDNA de 2 aislados
de Blastocystis recuperados de muestras humanas, se encontré que este organismo se

ubicaba dentro del grupo de los estramendfilos, grupo muy complejo y diverso que se
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encuentra representado por organismos unicelulares y pluricelulares, asi como
organismos fotosintéticos y heterétrofos como se muestra en la Figura 1 (Silberman et al.,
1996).
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Figura 1. Reconstruccion filogenética de Blastocystis hominis, en relacibn a otros
eucariontes, con base en el andlisis de las secuencias de la SSUrDNA utilizando los
métodos de Maxima parsimonia, Neighbour-joining y Maxima verosimilitud, mediante 100
repeticiones. Las cepas de referencia usadas de Blastocystis y sus codigos de acceso del
GenBank fueron: ATCC 50177 (U51151) y ATCC 50578 (U51152). B. hominis se
encuentra cercano al estramendfilo heterétrofo, Proteromonas lacertae (tomado de
Silberman et al., 1996).



Después de analizar la complejidad de los estramendfilos y al realizarse una re-
evaluacion de la clasificacion taxondmica de los 5 reinos, se sugiri6 la creacion de un
sistema de clasificacion de 6 reinos (Cavalier-Smith 1998; Cavalier Smith 2004),
guedando los organismos estramendfilos dentro de un nuevo reino, el Chromista, en el
gque ahora se ubica el grupo de organismos Heterokonta, en el que se incluyen
organismos unicelulares y pluricelulares, asi como heterotrofos y autétrofos.

La ubicacion filogenética de B. hominis es cercana al flagelado Proteromonas lacertae, sin
embargo debido a que los estramendfilos se caracterizan por poseer flagelos y
Blastocystis sp. carece de ellos y es inmovil, se les ha ubicado en la nueva Clase
Blastocystea, generandose un orden y una familia para el género Blastocystis (Cavalier-
Smith 1998; Tan 2004). Quedando la Clasificacién taxonémica de B. hominis de la

siguiente manera:

Reino: Chromista

Subreino: Chromobiota
Infrareino: Heterokonta
Subphylum: Opalinata
Clase: Blastocystea
Orden: Blastocystida
Familia: Blastocystidae
Genero: Blastocystis
Especies propuestas: B. hominis.

B. geocheloni
B. cycluri
B. pythoni
B. lapemi

(Cavalier-Smith, 1998; Yoshikawa et al., 2004a)

Se han propuesto mas especies dentro del género Blastocystis y el nhombre de algunas
especies se definié respecto al hospedero donde fueron encontradas, sin embargo se ha
observado que existen aislados que son capaces de infectar a mas de un hospedero,

tales son los casos de B. hominis y B. ratti.



Morfologia

Blastocystis sp. presenta grandes polimorfismos; tiene 4 formas principales (Figura 2): la
vacuolar (2a), la granular (2b), la ameboidea (2c) y la forma quistica (2d). La forma
vacuolar, también referida como la forma de cuerpo central 6 vacuola central, varia
enormemente en su tamafio que va de 2 a 200 um de didmetro (Leelayoova et al., 2002;
Tan, 2008), su caracteristica distintiva es una gran vacuola que ocupa hasta el 90% del
volumen celular, que tiene aparentemente una funcién de almacén, mientras que en el
citoplasma periférico se encuentran el nucleo, organelos tipo mitocondrias (con crestas
tubulares), aparato de Golgi y reticulo endoplasmico (Stenzel y Boreham, 1996; Tan,
2004); la forma vacuolar es la que se observa practicamente en todos los examenes
coproparasitoscopicos y medios de cultivo (Duda et al., 1998; Leelayoova et al., 2002;
Stensvold et al., 2007b; Souppart et al., 2009; Rene et al.,, 2009). La forma granular
presenta un tamafio que va de los 2 a 40 um y presenta numerosos granulos en el
citoplasma periférico e inclusive dentro de la vacuola central (Tan, 2004). La forma
ameboidea se observa solo ocasionalmente en muestras fecales, pero se encuentra
comunmente en cultivos in vitro, siendo su descripcién morfolégica motivo de conflicto y
confusién en los reportes (Tan et al., 1996; Chen et al., 1997; Tan y Suresh, 2006a; Tan,
2008); se ha sugerido que es una forma intermediaria entre la forma vacuolar y la quistica,
y que tiene la capacidad de ingerir bacterias para obtener los requerimientos suficientes
para su enquistamiento (Singh et al., 1995; Suresh et al., 2009). Se ha propuesto que la
forma ameboidea tiene un papel importante en la patogenia de Blastocystis, ya que se
encuentra en muestras fecales de portadores con diarrea (Carbajal et al., 1997a; Tan y
Suresh, 2006a; Tan y Suresh 2006b; Tan, 2008). La forma quistica fue descrita y
confirmada entre 1988 y 1999; los quistes son esféricos u ovales y estan protegidos por
multiples capas, contienen de 1 a 4 nlcleos, asi como vacuolas y depésitos de lipidos y
glucégeno (Mehlhorn, 1988; Zaman et al., 1997; Moe et al., 1996; Moe et al., 1999). Los
guistes miden de 3 um a 15 pm de diametro cuando su hospedero es el ser humano (Tan
2004; Suresh et al., 2005; Tan 2008). Se ha observado que pueden sobrevivir en agua
durante 19 dias a temperatura ambiente, pero son labiles al calor y al frio extremo (Moe,
et al., 1996). Las formas vacuolar y granular son sensibles a los cambios de temperatura y
exposicion al aire, por lo que es probable que el estado quistico sea la forma de
transmisién de este organismo (Zierdt, 1991; Suresh et al., 2005; Leelayoova et al., 2004;
Tan, 2008; Rangel, 2010). Se ha observado que entre el 21% y el 29% de los individuos

infectados con Blastocystis, excretan quistes, pero no se conoce la distribucion de quistes
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en heces ni su frecuencia de liberacion (Suresh y Smith, 2004; Rene et al., 2009). Menos
del 30% de los individuos infectados liberan quistes, lo que puede deberse a que pasan
desapercibidos por su tamafio tan pequefio, a que podrian ser expulsados en la materia
fecal de manera intermitente, a que los distintos subtipos (ST) de Blastocystis podrian
tener distintas tasas de produccion de quistes, o a la existencia de diferentes grados de
resistencia de los quistes de los diferentes subtipos. Todo esto puede influir en la
eficiencia del diagnostico (Stensvold et al., 2007b).

Figura 2. Morfologia caracteristica de Blastocystis sp. (imagen tomada de Tan, 2004). A)
La forma de cuerpo central con su caracteristica vacuola que ocupa mas del 90% del
citoplasma celular, la flecha sefiala el borde de la vacuola y los nucleos. B) El estadio
granular refringe bajo la luz del microscopio Optico. C) La forma ameboidea tiene
pseudépodos. D) La forma mas pequefia de Blastocystis es la quistica, probable
responsable de su trasmision. La linea de referencia mide 10um.



Ciclo de vida

Se han propuesto diversos ciclos de vida de Blastocystis basados en los estadios
conocidos en su momento, siendo ampliamente discutidos los temas referentes a su
morfologia, la secuencia de un estadio a otro y su forma de reproducciéon. Hace apenas
20 afos se describio la forma quistica, lo que ha permitido comenzar a dilucidar su ciclo
de vida. Tan en el 2008 propone un ciclo de vida en el que considera que existen varios
reservorios de Blastocystis sp. entre poblaciones de animales y que los humanos son
hospederos potenciales de distintos subtipos zoonéticos, esto con base en la evidencia de
9 subtipos genéticos, de los cuales 7 se han encontrado en humanos, ademas de ser
reportados en aves, roedores, cerdos y primates no humanos.

El ciclo de vida de Blastocystis se ilustra en la Figura 3: el quiste penetra al tracto
digestivo por via oral-fecal, por el consumo de alimentos 6 agua contaminada (Yoshikawa
et al., 2004a; Leelayoova et al., 2004; Suresh et al., 2005; Li et al., 2007; Leelayoova et
al., 2008; ), el parasito se desenquista por el contacto con los acidos gastricos y enzimas
intestinales, dando lugar a la forma vacuolar en menos de 24 horas (Moe et al., 1997; Moe
et al., 1999; Leelayoova et al.,, 2004). La forma vacuolar, que es la principal forma
diagnéstica y la méas relevante en la transicion de los diferentes estadios, incrementa su
tamafno de 2 a 10 veces (en relacién al tamafio del quiste) dependiendo del subtipo y del
hospedero, este estadio puede alcanzar un tamafio de 200 pum (Tan, 2008). De la forma
vacuolar se deriva la forma granular, sin embargo no se conocen las condiciones que
favorecen este cambio, también se ha observado que de la forma granular se puede
desarrollar la forma vacuolar. In vitro la forma vacuolar es un estado de transicion para la
forma ameboidea y esta puede desarrollarse hasta la forma quistica (Moe et al., 1997). En
cuanto a la reproduccién, se ha observado que la forma vacuolar se divide por fision
binaria y que del resultado de esta reproduccion asexual se generan nuevas formas
vacuolares 6 formas que derivan en los pre-quistes, que estan cubiertos por una espesa
capa fibrilar, formando asi los quistes que finalmente se depositan y expulsan en las
heces (Zaman et al., 1997; Tan 2008).

Se considera que los factores ambientales adversos son los que favorecen el desarrollo
de los quistes, ya que estos se pueden formar a partir de las formas vacuolares,
granulares o ameboideas (Tan 2008). Se ha observado menor concentracién de quistes
en muestras frescas que en muestras almacenadas, lo que sugiere que estados de estrés
desencadenan su formacion, sin embargo la viabilidad de los quistes disminuye después

de dos dias, aunque se encuentran quistes viables de Blastocystis hasta después de 19
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dias de ser expuestos al medio ambiente, si estan en un medio acuoso (Moe et al., 1996).

s

Los quistes viables en agua ¢ alimentos pueden infectar a un nuevo hospedero y
comenzar de nuevo el ciclo (Suresh. et al., 1994; Zaman et al., 1997; Moe et al., 1997;

Yoshikawa et al., 2004a; Leelayoova et al., 2008; Tan, 2008).
o~
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Figura 3. Ciclo de vida de Blastocystis sp. (cortesia de la Biol. Cecilia Rangel,
Departamento de ecologia de agentes patdégenos del Hospital general Dr. Manuel Gea
Gonzalez.). Después de la ingesta del quiste, se forma el estadio vacuolar en el tracto
digestivo del hospedero el cual se reproduce por fision binaria y se presentan transiciones
con las formas granular y ameboide (como la transicién de una forma a otra no esta bien
comprendida, se representa con lineas punteadas). El enquistamiento ocurre al final del
tracto intestinal, los cuales se liberan en las heces al medio ambiente, los quistes recién
liberados presentan una capa fibrilar que gradualmente se pierde. Por el ciclo de vida de
Blastocystis es posible concluir que se trata de una zoonosis, ya que se han encontrado
guistes de B. hominis en roedores, animales domésticos y de granja.



Epidemiologia.

A escala mundial se ha llegado a considerar que Blastocystis es el eucarionte intestinal
mas comun (Thathaisong et al., 2003; Boorom 2007; Windsor 2007), presentando una
mayor prevalencia en paises en vias de desarrollo y zonas tropicales pobres, en donde se
ha documentado una frecuencia de hasta el 60% en Indonesia (Pegelow et al., 1997),
mientras que en paises desarrollados como E.U., se ha encontrado un comportamiento
estacional y una prevalencia del 10% (Amin, 2006).

En México, la informacién que se tiene sobre Blastocystis sp. es limitada en los aspectos
clinicos, epidemiolégicos e inexistentes en cuanto a la identificacion de sus subtipos
genéticos, por lo que se desconoce su comportamiento y distribucion en las distintas
regiones de nuestro pais, no obstante se ha incrementado el nimero de personas que
son diagnosticadas como portadores de este microorganismo. Estudios coprologicos
realizados en México en nifios residentes de zonas urbanas mostraron una prevalencia
del 3% al 7% (Diaz et al., 2003), mientras que en comerciantes de alimentos de mercados
establecidos en la delegacién de Xochimilco, (zona conurbada del Distrito Federal), se
encontré una prevalencia del 42% (Cruz-Licea 2003). En el Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzalez”, por examen coproparasitoscopico, Blastocystis sp. presentd durante el
2008 una prevalencia del 14% (comunicacion personal con la QC. Sara Arroyo,
responsable del laboratorio clinico).

Desde los afnos 90’s se observé que Blastocystis sp. era un organismo que se presentaba
con una alta frecuencia y en un amplio intervalo de hospederos, describiéndose en
primates, ungulados, gatos, perros, cerdos, roedores, pajaros, aves de corral, reptiles,
anfibios e incluso insectos como la cucaracha (Teow et al., 1992; Stenzel et al., 1994;
Yoshikawa et al., 1996; Duda et al., 1998; Lee et al., 1999, Abe et al., 2003a; Abe et al.,
2003b; Thathaisong et al., 2003; Yoshikawa et al., 2004b; Yoshikawa et al.,, 2007),
ademas del hombre (Boreham y Stenzel, 1993). En los ultimos afios diversos trabajos
ponen de manifiesto la existencia de variaciones entre aislados compartidos entre el
humano y otros hospederos animales. La descripcion de diferentes perfiles proteicos,
cariotipos, zimodemos y secuencias, constituyen pruebas de la posible existencia de
poblaciones morfolégicamente idénticas con una amplia heterogeneidad genética (Tan
2008).

Yoshikawa et al. (1996), mediante el uso de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
sefialaron la posibilidad de que esta parasitosis fuera una zoonosis, al demostrar la

existencia de variaciones entre aislados de Blastocystis procedentes de diferentes
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hospederos de un mismo o de diferente género y la semejanza entre los aislados de aves
y humanos. Thathaisong et al., (2003) observaron la existencia de variantes genéticas
idénticas en humanos como en animales de granja (cerdos y caballos). La transmision
interhumana se fortalecié en un estudio realizado por Yoshikawa et al. (2000) en el que
se compararon los genomas de aislados procedentes de dos centros de salud y
observaron que el intercambio entre humanos venia acompafiado de un intercambio de
variantes genéticas, por lo que consideraron la infeccion por B. hominis como una
antropozoonosis. Clark en 1997 analiz6 la secuencia de la SSUrDNA de 30 aislados de
Blastocystis seleccionados aleatoriamente usando el andlisis por RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphisms) con 11 enzimas de restriccion tras la amplificacion por
PCR (Polimerase Chain Reaction). El dendograma obtenido mostro la existencia de siete
ribodemos repartidos en dos lineas principales, entre las que la divergencia era del 7%.
Arisue et al. (2003), compararon las secuencias de la SSUrDNA de aislados de
Blastocystis de origen humano y animal, destacando que gracias al analisis de las
secuencia del DNA, se obtuvo una clara divergencia entre los aislados, aunque algunos
aislados eran compartidos entre humanos y animales.

Stensvold et al., (2007a) realizaron un consenso para la terminologia de las diferentes
variantes de B. hominis. Debido a que diferentes asilados de distintos hospederos eran
semejantes, notando la existencia de una correspondencia entre los multiples grupos,
ribodemos, subtipos y clados propuestos para las variantes encontradas en los diferentes
estudios que se hicieron con la SSUrDNA (Noel et al., 2005, Yoshikawa et al., 2000,
Arisue et al.,, 2003, Yoshikawa et al., 2003, Abe et al., 2003). Asi se establecio la
existencia de 9 subtipos mundiales, siendo que cada subtipo ha sido reportado por lo
menos dos veces en estudios diferentes (Figura 4), aunque cabe mencionar la existencia
de subtipos autdctonos, que solo han sido descritos de manera aislada, como los
encontrados en China por Li et al., 2007 y el subtipo 10 (también nombrado con el numero
romano X), que fue encontrado en cucarachas (Yoshikawa et al., 2007) en un estudio
posterior a la terminologia planteada por Stensvold y colaboradores en 2007. A partir de
este consenso se recomendo referirse a los diferentes asilados encontrados en humanos,
aves, mamiferos y reptiles como Blastocystis sp. y si se conoce el subtipo, debe ser
mencionado, ya que por el momento solo se cuentan con datos genéticos de la SSUrDNA
de distintos aislados, quedando aun por definir de manera clara la nomenclatura de este

género.
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Figura 4. Subtipos de Blastocystis sp. (Imagen tomada de Yoshikawa et al., 2007). Se
incluyen secuencias de B. hominis, B. pythoni, B. lapemi, B. cycluri, B. geocheloni y de
aislados de Blastocystis de distintos hospederos (humano, simio, gallina, cerdo, iguana,
pitén, serpiente marina, rata, tortuga y rana). El marcador usado es un fragmento de la
SSUrDNA. Se us6 como grupo externo a Proteromonas lacertae, ademas de otros
estramendfilos. Para la reconstruccion filogenética se uso Maxima verosimilitud, Maxima
parsimonia, un analisis de Probabilidad posterior y un andlisis Bayesiano. En los nodos se
muestran los valores de bootstrap.
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Si los aislados obtenidos en diferentes especies fueran especies distintas, no serian B.
hominis, sin embargo los aislados de diferentes hospederos (considerados anteriormente
como especies) se encuentran representados dentro de los nueve clados (agrupaciones)
del genero Blastocystis, por lo que se considera ya no referirse a especies dentro de este
género, si no a Blastocystis sp. Actualmente se ha comenzado a esclarecer la abundancia
y distribuciéon de los distintos subtipos en el mundo, lo cual ayudara a esclarecer la
existencia de posibles variantes patdégenas. En Asia y Europa los subtipos mas frecuentes
son el ST1y ST3 (Yoshikawa et al., 2004b; Stensvold et al., 2006; Yan et al., 2006; Li et
al., 2007; Wong et al., 2008; Tan et al., 2008, Leelayoova et al., 2008; Souppart et al.,
2009). Sin embargo en Espafia, Dominguez-Marquez et al. (2009) observaron el ST 4 con
una frecuencia del 94%, siendo que esta variante ademas de humanos solo se ha
observado en roedores, por lo que se le ha propuesto como una especie diferente:
Blastocystis ratti (Chen et al., 1997).

Aun falta por analizar la genética poblacional, la afinidad por un hospedero, tipo de
reproduccion (asexual y/6 sexual), la existencia de alguna afeccion particular en los
humanos vy la filogenia de este organismo con base en otros marcadores moleculares,
para considerar si la distancia genética es suficiente y constante entre los distintos
marcadores genéticos para considerar a las variantes existentes como especies distintas

0 solo variantes de una misma especie.

Patologia

La participacion de Blastocystis sp. como patdégeno para el ser humano se encuentra en
debate, existen articulos que lo refieren como un parasito que genera dafio y otros que lo
refieren como comensal, esto se debe a que se han documentado tanto casos de
portadores asintomaticos, como de enfermos sintomaticos, en algunos de los cuales al
erradicar a este organismo se elimina el malestar (Doyle et al., 1990; Zierdt et al., 1991;
Stenzel y Boreham 1996; Carbajal et al., 1997a; Giacometti et al., 1999; Yakoob et al.,
2004; Pasqui et al., 2004; Valsecchi et al., 2004; Rossignol et al., 2005; Boorom 2007;
Kaya et al., 2007; Katsarou-katsari et al., 2008; Tan et al., 2008; Dominguez-Marquez et
al., 2009; Jones et al., 2009). Llama la atencion que a pesar del conocimiento de este
microorganismo desde principios del siglo XX, es tan solo después de la década de los
80’s que se empezaron a identificar personas que presentaron diversos malestares y, que

al eliminar a Blastocystis, en muchas ocasiones se mitigan (Boorom, 2007). Es importante
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aclarar que debido al papel tan controversial de este microorganismo y a la amplia
variedad de manifestaciones clinicas a las que se le ha asociado, se ha sugerido la
existencia de variantes comensales, de las que recientemente han surgido variantes
patégenas, las cuales se enfrentan a hospederos que presentan cierto grado de
inmunidad, por tener contacto previo con las formas comensales (Yoshikawa et al., 2003;
Arisue et al., 2003; Boorom 2007).

En la dltima década se ha acumulado evidencia epidemiolégica y de estudios in vivo e in
vitro que sugieren el potencial patégeno de este parasito (Tan, 2008). Entre las
caracteristicas clinicas no especificas que se le han relacionado a Blastocystis sp. se
encuentran: nausea, anorexia, dolor y distension abdominal, flatulencia y diarrea crénica 6
aguda, cambio en la frecuencia de las deposiciones, siendo el dolor abdominal y la diarrea
los padecimientos mas frecuentes, aunque en muchos casos estos sintomas
eventualmente se auto-limitan (Tan, 2004). También se le han atribuido a este
microorganismo sintomas alérgicos y cutaneos (Giacometti et al., 2003; Valsecchi et al.,
2004; Katsarou-Katsari et al.,, 2008). Un estudio reciente revel6 que la presencia de
urticaria aguda se asocié con la forma ameboide del ST3 de Blastocystis (Katsarou-
Katsari et al., 2008). Otro estudio realizado en 388 pacientes italianos con trastornos
abdominales, mostr6 que 81 de ellos presentaron Sindrome de Colon Irritable, nombre
con el que anteriormente se designaba al Sindrome de Intestino Irritable (Sll) y de estos,
38 presentaron Blastocystis en sus heces (Giacometti et al., 1999). Asimismo, un estudio
comparativo entre 95 pacientes paquistanies con Sll, acordes a los criterios de Roma Il y
55 testigos (pacientes con episodios recientes de diarrea, pérdida de apetito, fiebre y
malestar abdominal), mostré que el 32% de los casos fueron positivos para Blastocystis
sp., mientras que solo el 7% de los testigos fueron positivos para este parasito (Yakoob et
al., 2004).

Por otra parte, un estudio de casos y controles enfocado a estudiar la asociacion entre
hallazgos endoscépicos (mediante endoscopia gastrointestinal superior y sigmoidoscopia)
y caracteristicas clinicas de adultos saludables portadores y no portadores de Blastocystis
sp. en Taiwan, no mostrd una asociacion estadistica entre los hallazgos patologicos
durante el analisis endoscépico y la presencia del microorganismo (Chen et al., 2003).
Recientemente se propusieron algunos determinantes y mecanismos relativos a la
patogenicidad de Blastocystis (Stensvold et al., 2009). Los determinantes de
patogenicidad son: 1) Abundancia de parasitos: la presencia de 5 microorganismos por

campo observados a 40X 6 100X se ha asociado a la presentacion aguda de sintomas
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gastrointestinales (Kain et al., 1987; Tan, 2008). 2) Estado inmune de los individuos
parasitados; los individuos inmunocomprometidos muestran manifestaciones clinicas mas
severas (Cirioni et al., 1999; Stensvold et al., 2009). 3) Variantes genéticas del parasito: la
literatura indica que los subtipos mas frecuentes en pacientes sintométicos son los ST1 y
ST3 (Yan et al., 2006; Jones et al., 2009), mientras que el ST2 fue el mas frecuente en
individuos asintométicos (Dogruman-Al, et al., 2008). 4) Intervencién del tratamiento:
varios estudios han mostrado una reduccion de los sintomas ante el tratamiento
antiparasitario en portadores de Blastocystis sp. (Tan, 2008). Por otra parte, los
mecanismos de patogenicidad propuestos para Blastocystis son: 1) Inducciéon de
reacciones alérgicas: se ha propuesto que las reacciones alérgicas cutaneas podrian ser
causadas por ciertos antigenos del parasito capaces de promover interleucina (IL) 3, IL-4,
IL-5 o IL-13 e inducir la liberacion de IgE como una respuesta tipo Th2 (Garavelli et al.,
1991; Tan, 2008). 2) Degradacion de IgA secretoria por accién de proteasas: aunque el
papel de la IgA en la defensa del hospedero frente a la infeccion por Blastocystis sp. es
desconocida, se ha documentado la degradacién de estas inmunoglobulinas secretoras
en sobrenadantes y extractos crudos de B. ratti (Blastocystis sp. ST4) por medio de
proteasas de cisteina, las cuales se han localizado en la vacuola central de aislados
zoondticos (Puthia et al., 2005). 3) Cambios en la permeabilidad epitelial por la induccion
de apoptosis en las células intestinales del hospedero, ruptura y alteracion de la funcion
de la barrera epitelial: se observd que durante el cultivo de lineas celulares epiteliales
IEC-6 con Blastocystis sp. se indujo apoptosis de manera independiente al contacto con
las células, asi como la presentacion de re-arreglos en la distribucion de F-actina,
disminucion de la resistencia transepitelial e incremento en la permeabilidad epitelial
(Puthia et al., 2006). 4) Modulacién de la respuesta inmune e induccion de citocinas de
células epiteliales colbnicas: también se ha demostrado in vitro que Blastocystis induce la
produccion de la interleucina proinflamatoria IL-8 después de 24 horas de co-cultivo con la
linea celular de intestino HT-29, por medio de la activacion del factor nuclear kB, mientras
gue a tiempos cortos (menores de 6 horas), no se encontré ningin incremento de esta
interleucina, por lo que se ha especulado que el microorganismo podria influir en la
modulacion de la respuesta inmune (Puthia et al., 2008).

Por lo anterior, se ha propuesto que debido a que Blastocystis sp. no es un organismo
invasivo, los productos secretados por el parasito (como las proteasas de cisteina)
podrian iniciar el proceso inflamatorio por la activacion de receptores en la superficie

celular, asi como ejercer una serie de dafos en las células del hospedero, resultando en
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efectos citopaticos, ruptura y alteraciébn de la barrera epitelial enterocitica y en la
produccion de citocinas proinflamatorias (Tan et al., 2008).

Tratamiento

Recientemente, Tan (2008) concluyé que es equivocada la necesidad de dar tratamiento
antiparasitario a todos los portadores de Blastocystis sp. debido a lo controversial que
resulta la patogenia de este microorganismo y a la aparente naturaleza auto-limitante de
los sintomas que provoca este parasito. Existe un consenso sobre Blastocystis sp. como
causa de enfermedad cuando se confirma la ausencia de cualquier otro patégeno
conocido (viral, bacteriano, fungico 6 parasitario) y aparece en numero elevado en las
heces (>5 formas en un campo de40x) situacién, ante la cual se recomienda tratamiento
Zierdt (1991) y Carbajal et al., (1997).

El metronidazol ha sido el farmaco mas frecuentemente empleado, con dosis de 250 a
750 mg, tres veces al dia, durante 10 dias (Moghaddam et al., 2005, Nigro et al., 2003).
También se ha documentado el empleo de trimetropin-sulfametoxazol con un esquema de
320 mg de trimetropin y 1,600 mg de sulfametoxazol dos veces al dia, durante 7 dias (Ok
et al., 1999). Asimismo, se ha empleado la Nitazoxanida, 500 mg dos veces al dia,
durante 3 dias (Rossignol et al., 2005). Otros tratamientos empleados han sido la
paromomicina (25 mg/kg de peso, tres veces al dia durante 10 dias) y con la combinacion
paromomicina (1000 mg dos veces al dia durante 10 dias) y metronidazol (750 mg tres

veces al dia durante 10 dias) (Pasqui et al., 2004; Valsecchi et al., 2004).

EL SINDROME DE INTESTINO IRRITABLE

Un sindrome es un grupo de sintomas y signos, que concurren en tiempo y forma, y con
variadas causas 0 etiologias. El Sll es un trastorno funcional gastrointestinal que se
caracteriza clinicamente por la asociacion de dolor o molestia abdominal y alteraciones en
el habito de defecacion (diarrea, estrefiimiento o mixto) (Camilleri et al., 2002; Longstreth
et al., 2006), que detrimentan en gran medida la calidad de vida de las personas que
padecen Sll (Longstreth et al., 2006). El Sll se presenta entre el 10 y el 20% de los
adultos y adolecentes de todo el mundo (Longstreth et al., 2006), la mayoria de los
estudios demuestran una mayor prevalencia en el género femenino que en el masculino

independiente de los criterios diagnéstico utilizados (Camilleri et al., 2002).
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Es habitual que los pacientes con Sl refieran sintomas propios de otros trastornos
funcionales, tanto digestivos como extra digestivos. De hecho, aproximadamente la mitad
de los casos de Sl sufren dispepsia funcional (trastorno funcional del estomago y del
duodeno) concomitante (Balboa et al., 2006), y es frecuente la asociacion con fibromialgia
(trastornos musculo-esqueléticos, que se caracterizan por una fatiga extrema y
percepcion del dolor persistente), sindrome de fatiga crénica (enfermedad neuroldgica
gque se caracteriza por causar una debilidad severa, fiebre, suefio no reparador,
intolerancia a la luz, al sonido y a los cambios de temperatura, dolor muscular y en las
articulaciones, sensibilidades quimicas multiples, sensibilidad electromagnética y a otros
factores ambientales, sensaciébn de estado gripal permanente), cistitis intersticial
(enfermedad crénica que afecta la vejiga, caracterizada por la necesidad urgente de
orinar) y cefalea tensional (dolor de cabeza en la parte superior de la cabeza) (Aaron y
Buchwald 2001).

Para la identificacion del Sll se han llegado a consensos entre expertos mundiales en
Gastroenterologia para establecer criterios diagnoésticos entre los que destacan los
criterios de Manning, Roma |, Roma Il y los mas recientes criterios de Roma llI.

En los criterios de Roma lll, se establecié que las personas con Sll presentan dolor o
molestia abdominal recurrente al menos 3 dias al mes en los ultimos 3 meses asociado a
dos 0 mas de los siguientes sintomas:

i) Alivio con la defecacion.

ii) Cambio en la frecuencia de las deposiciones.

iii) Cambio en la consistencia de las deposiciones.

Adicionalmente los sintomas deben haber comenzado un minimo de 6 meses antes del
diagnéstico (Longstreth et al., 2006).

Los trastornos funcionales digestivos se agrupan de acuerdo con el érgano blanco
comprometido y el Sll se engloba dentro de los trastornos funcionales del intestino. Su
etiologia es multifactorial y se han postulado alteraciones de la motilidad, de la
sensibilidad visceral, ademas de ser desencadenado por el estrés, intolerancia a algun
alimento (6 alimentos) y alteraciones en el sistema nervioso como estrés psicolégico
(Camilleri et al., 2002).

Entre las teorias sobre como se podria producir un cambio en la sensibilidad visceral en
los pacientes con Sll se ha propuesto una posible alteracibn en los receptores
nociceptivos (los cuales deben de ser capaces de detectar diferentes tipos de estimulos

nocivos; fisicos, quimicos y térmicos) de la mucosa intestinal debida a la inflamacion de la
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pared intestinal (Bercik et al., 2005), es decir una alteracion en la percepcion del dolor
(siendo subjetiva su interpretacion como malestar). Se ha observado también un aumento
de los linfocitos intraepiteliales y de los mastocitos en el intestino de los pacientes con Sli
(Mearin et al., 2007; Camilleri et al., 2002); la microinflamacion podria ser el origen de una
hipersensibilidad de las terminales nerviosas de la pared intestinal contribuyendo a inducir
y/6 perpetuar los sintomas (Adam et al., 2006), percibidos como un malestar repetido y
prolongado.

El Sll ocasiona de 2.4 a 3.5 millones de visitas al médico en los Estados Unidos, siendo el
diagnostico mas comun a finales del siglo pasado de la consulta gastroenterolégica de
ese pais, (con una frecuencia del 28%, Fullerton, 1998). En cuanto a los costos
economicos directos e indirectos del Sll en los 8 paises mas industrializados del mundo
se ha calculado que era de $ 41,000°000,000 de dolares, hace aproximadamente 10 afios
(Camilleri et al., 2002; Fullerton, 1998).

En nuestro pais se ha estimado que el 16% de los sujetos en poblacién abierta y hasta el
35% en voluntarios, padecen Sll segun los criterios de Roma Il (Schmulson et al., 2006),
el utimo estudio realizado con estos criterios en la poblacion mexicana indica que el SlI
representa el 16% de los desordenes gastrointestinales funcionales, con un intervalo de
confianza del 12.9%-19.5% (L6pez-Colombo et al., 2012).

Aunque la fisiopatologia del Sll permanece incierta, algunas publicaciones describen que
la gastroenteritis infecciosa es un factor determinante para desarrollar esta enfermedad
(Gwee et al., 1999) y se ha asociado la presencia de algunos agentes infecciosos a este
sindrome tales como: Campylobacter, Salmonella, Dientamoeba fragilis, Entamoeba
histolytica, Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Blastocystis hominis y Trichinella
(Goémez-Escudero et al., 2003; Stark et al., 2007; Yakoob et al., 2010). También se ha
observado que la gastroenteritis bacteriana, puede resultar en el Sll, llamado Sll Post-
infeccioso (Sll PI), ya que las secuelas de estas infecciones pueden prolongarse por
varios meses, posiblemente alterando el sistema inmune y el sistema nervioso entérico,
los cuales juegan un papel muy importante en el desarrollo del Sl Pl (Neal et al., 1997;
Wang et al., 2004).

También es importante resaltar el papel de los polimorfismos en los promotores de las
citocinas proinflamatorias, ya que se encontraron algunos en polimorfismos genéticos de
las interleucinas IL-4, IL-6, IL-10 y TNF-a asociados al desarrollo de Sl en pacientes
irlandeses e iranies (Van der Veek et al., 2005; Barkhordari et al., 2010a, 2010b).
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OBJETIVO GENERAL
Identificar la participacion del genero Blastocystis en el Sindrome de Intestino Irritable, por

medio de un estudio de casos y controles.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Establecer la prevalencia de Blastocystis en pacientes con Sll y controles negativos a
los criterios de SllI, mediante el uso de una técnica molecular de diagnéstico.

2) Identificar los subtipos genéticos de Blastocystis presentes en pacientes con Sll y
controles negativos a los criterios de SllI, asi como su posible asociacion con algun
trastorno gastrointestinal.

3) Estudiar a otros posibles agentes infecciosos etiolégicos del Sll, previa confirmacién
del diagnostico mediante estudios de colonoscopia, examenes coproparasitoscopicos,

coprocultivo y busqueda de rotavirus-adenovirus.

HIPOTESIS

Si en los pacientes con Sl se encuentra una frecuencia particularmente incrementada de
Blastocystis sp., 6 la de alguno de sus subtipos en comparacion con el grupo control,
entonces es posible que la presencia de este parasito sea un factor de riesgo para

desarrollar SlI.

JUSTIFICACION

Hasta la fecha no es claro el papel patdbgeno de Blastocystis ni se ha encontrado una
asociacion determinante entre los sintomas clinicos de los portadores sintomaticos de
este microorganismo, por lo que al concluir el presente estudio, se aclarardn aspectos
basicos sobre su prevalencia y comportamiento patogénico, particularmente en pacientes
con SlI.

Por otra parte, la identificacién de otros posibles patégenos como agentes etiol6gicos del
Sll, permitira reforzar o redirigir el planteamiento de intervenciones terapéuticas
encaminadas a la eliminacion de los microorganismos responsables y coadyuvar al

control del Sll en la poblacién mexicana.
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MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental
Estudio de casos y controles, pareado, abierto, observacional y prospectivo, cuyos

procesos se esquematizan en la Figura 5.

Incorporacién de pacientes con y sin SlI previo consentimiento informado*

Recopilacion de los datos clinicos de los participantes®

Realizacion de colonoscopias y obtencién de aspirados de colon?

Separacién y conservacion de la materia fecal a
_200C3—4

Procesamiento para estudios de
coprocultivo, coproparasitoscépicos y
bdsaqueda de rotavirus-

Estandarizacién y desarrollo de
PCR de la SSUrDNA de
Blastocystis”

Estandarizacién y desarrollo de PCR
diagnostico y de subtipos de Blastocystis*

Anélisis de datos y conclusion®

Figura 5. Diagrama de flujo en el que se muestran los principales procesos del desarrollo
experimental. *En el servicio de Gastroenterologia de la Consulta Externa. 2En el Servicio
de Endoscopia. °En el Laboratorio Clinico “en la Subdireccién de Investigacién. Todos del
Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”

Pacientes
De febrero de 2008 a enero de 2010, se invitd a pacientes con Sll y con otras alteraciones

del tubo digestivo, a participar en el presente estudio, bajo los siguientes criterios.
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Criterios de seleccion

Hombres y mujeres de mas de 18 afios, cuyo hogar de residencia por mas de 1 afio fuera
el Distrito Federal. Para conformar el grupo de casos, se considerd a aquellos pacientes
gue clinicamente presentaron SlI bajo los principios de Roma lll, los cuales establecen la
presencia de malestar 6 dolor abdominal al menos 3 dias por mes, en los Ultimos 3 meses
con 2 de las siguientes caracteristicas: i) alivio con la defecacion, i) cambio en la
frecuencia de las deposiciones, iii) cambio en la consistencia 6 forma de las heces
(Longstreth et al., 2006). Asimismo, para la conformacion del grupo control se consideré a
aquellos pacientes que clinicamente presentaron alguna otra alteracion gastrointestinal

del tubo digestivo diferente al SlI.

Criterios de Inclusion

Pacientes interesados en participar que hubieran cumplido los criterios de seleccion,
firmado su carta de consentimiento informado y se hubieran sometido a un estudio
colonoscoépico para descartar causas organicas que pudieran manifestarse con sintomas
similares al Sll. Asimismo, los participantes debieron contar con los resultados de estudios
de laboratorio que incluyeron: exadmenes coproparasitoscopicos, coprocultivo, y una

prueba comercial de escrutinio para la identificacion rotavirus-adenovirus.

Criterios de exclusion

Mujeres embarazadas y pacientes que no desearan ingresar al estudio.

Criterios de eliminacion

Pacientes sometidos al estudio colonoscdpico, pero en los cuales no se hubiera obtenido
suficiente aspirado del colon (> 5 ml) durante el procedimiento é en aquellos casos en los
gue se presentaron fallas en la separacion 6 procesamiento de las muestras que
impidieron la obtencion de DNA fecal de Blastocystis >20 ng/ml, y pacientes de los que se
contd solo de manera parcial con sus exdmenes de laboratorio (examenes
coproparasitoscépicos y/6 coprocultivo, y/6 una prueba comercial de escrutinio para la

identificacion rotavirus-adenovirus).

Tamafio de la muestra
El tamafio de muestra se calculé con base en los resultados de Yakoob et al. (2004),

debido a que los datos son similares a las prevalencias de Blastocystis sp. reportadas en
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México y a que es un estudio en el cual se conocen la prevalencias de portadores de
Blastocystis sp. en pacientes con Sll y sin SlI.

Considerando 95% de poder de confianza y 80% de potencia de prueba, con dos grupos
pareados en una proporcién 1:1. Con los siguientes datos:

Frecuencia de exposicion entre los casos (pl) 0.32
Frecuencia de exposicion entre los controles (p2) 0.07
Razén de momios a detectar 2.00
Poder de confianza 0.95
Potencia de la prueba 0.80
Nimero de controles por caso 1

Empleando la formula:

[zl_%,.'zp 1—pj+21_,gq.'rp1|11—.?51:'+.i’5'2|:1‘szT
Lﬂl—}?zjg

Se obtienen dos grupos pareados 1:1 de 38 individuos.

=

Sin embargo se ajusto el nimero de participantes, a los que pudieron reclutarse bajo los
criterios anteriormente mencionados en el periodo de febrero de 2008 a enero de 2010,
considerandose que nuestra poblacion es diferente a la analizada por Yakoob et al., en
2004.

Consideraciones éticas

Todos los procedimientos estuvieron de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. Titulo segundo, capitulo
I, Articulo 17, Seccibn lll, investigacion con riesgo mayor al minimo. Asimismo, esta tesis
formé parte del protocolo “Sindrome de intestino irritable, genotipos de Blastocystis
hominis y polimorfismos de los alelos TNF o y de la IL —8: estudio de casos y controles”,
aprobado por la Comision de Etica del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, con
el nimero de registro 12-58-2007, de acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud,
en materia de investigacion para la salud. Se anexa hoja del consentimiento informado

usado.

22



Estudios de colonoscopia

En el Servicio de Endoscopia se llevaron a cabo los estudios con los que se ayudo a
confirmar los diagnoésticos clinicos.

Para ello se realizaron estudios colonoscépicos, previa preparacion para el procedimiento.
Durante el procedimiento colonoscopico se tomaron mas de 5 ml de un aspirado colénico
el cual fue colectado en una “trampa” (frasco de plastico trasparente estéril con tapa con
capacidad de 50 ml) y se llevé inmediatamente al laboratorio clinico para ser dividido,
congelado y procesado.

Estudios de laboratorio

En el laboratorio clinico, se tomaron distintas alicuotas en tubos tipo eppendorf de 1.5 ml,
las cuales se congelaron inmediatamente a -20°C para su posterior analisis. Se realizaron
coprocultivos para la identificacién de entero bacterias patdgenas por medio del sistema
MicroScan System (Siemens, UK) y se utiliz6 un sistema comercial de aglutinacion para el
escrutinio rapido de rotavirus-adenovirus (VIKIA, Rota-Adeno, BioMérieux, France). Con el
aspirado de heces remanente, se realizd un estudio coproparasitoscépico de
concentracion por la técnica de Faust y posteriormente, a todos los participantes se les
pidieron 3 muestras de heces seriadas a las que también se les realizaron estudios

coproparasitoscopicos.

Extraccion de DNA fecal total

La extraccién de DNA fecal total se realizé en los primeros 7 dias de la toma de cada
aspirado de heces. Para esto se utilizd6 el sistema comercial Puregene TM DNA
purification system cell and tissue kit (Gentra Systems; Alemania). Las extracciones se
realizaron de acuerdo a las especificaciones del equipo. En resumen, a cada 300 mg de
muestra se le agregd solucion de lisis (Tris [hidroximetil] aminometano, acido
etilenodiaminotetraacetico y duodecil sulfato de sodio) en una proporcién 1:3 y se incubd
a 65°C en bafio Maria durante 45 minutos, este procedimiento permiti6 degradar las
membranas celulares e inactivar la funcibn de DNAsas, posteriormente se agregaron
200ul de una solucién para precipitar proteinas (acetato de amonio) y se centrifugd
durante 3 minutos a 14,000 revoluciones por minuto (RPM), esto hizo que todas las
proteinas se precipitaran en el fondo y que el DNA se encontrara en el sobrenadante. Se
separé el DNA y se desech¢ la pastilla, al sobrenadante se le agregaron nuevamente

200pl de la solucion para precipitar proteinas y se centrifug6 para asegurar que la muestra
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estuviera libre de proteinas. Posteriormente se agreg6 isopropanol frio al sobrenadante en
una proporcién 1:1, se centrifugd a 14,000 RPM durante 5 minutos y se elimin6 el
sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 600ul de etanol frio y se centrifugé a 14,000
RPM durante 5 minutos. Se eliminé el etanol y se dej6 secar la pastilla con el DNA a
temperatura ambiente. Una vez secos se agregaron 40ul de solucién hidratadora (DNA
Hydration Solution Tris [hidroximetil] aminometano, acido etilenodiaminotetraacetico), se
incubo durante 12 horas a 4°C y el DNA resuspendido se conservo a -20 °C, hasta su uso.
La concentracién del DNA se determind en un espectrofotémetro (WPA UV 1101 Biotech
Photometer) a 260nm, considerando que cada unidad de absorbancia corresponde a
50pg/ml de DNA (Sambrook et al., 1989). Posteriormente se analizé la integridad del DNA
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa (Promega Agarose LE, Analytical
Grade) al 1.5% en tampén TAE (tris —acetato- acido etilendiaminotetraacético) 1x, pH 7.7,
con bromuro de etidio (0,006%). Las muestras y los marcadores moleculares (Amresco
E687) fueron diluidos en tamp6n de carga (rojo de cresol y glicerol 1:10), depositados en
el gel y sometidos a migracion electroforética a un voltaje constante de 90V, durante una
hora y media (Thermo EC1000-90), después, se procedié a su observacién mediante luz
ultravioleta y foto-documentacién (Fotodocumentador UVP Biolmaging Systems Epichemi

Il Darkroom).

Diagnéstico de Blastocystis sp.

El diagndstico molecular de Blastocystis se llevd a cabo por medio de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Para esto se utilizaron los oligonucleétidos especificos
disefiados por Stensvold et al., (2006), los cuales amplifican un fragmento de 310pb de la
SSUrDNA de Blastocystis:

B1l: 5GGAATCTCTTAGAGGGACACTATACAT3’
B2: 5TTACTAAAATCCAAAGTGTTCATCGGACS

Para las amplificaciones se utilizaron los termocicladores comerciales Axygen y Thermo
Hybaid PCR/Express, con los siguientes programas de amplificacion: un ciclo de
activacion de la enzima, a 94°C durante 5 minutos. 35 ciclos de amplificacién con 94°C, 1
minuto (para desnaturalizar el DNA), 57°C, 1min (para el reconocimiento de los
oligonucledtidos especificos) y 72°C, 1 min (extensién). Finalmente se agregd un ciclo

final a 72°C, 7 minutos (extension final). La reacciones de amplificacion se llevaron a cabo
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en tubos eppendorf de 0.2ml, conteniendo 5ul de DNA (concentracion minima de 20ng/ml
y maxima de 250ng/ml), 3 unidades de Taqpol (Epicentre, MasterAmp), 3ul de MgCl
25mM (Promega), 5ul de desoxinucleétidos (200mM c/u), 3ul de B1 (20pm/ul), 3ul de B2
(20pm/ul), 1ul de enhancer (betaina 10X), aforando la reaccion a 50ul con agua inyectable
(agua inyectable Pisa).

Los productos amplificados fueron visualizados mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 1.5% en tampén TAE 1x, pH 7.7, con bromuro de etidio. Las muestras
y los marcadores moleculares (Amresco E687) se diluyeron en tampoén de carga (rojo de
cresol y glicerol 1:10), depositados en el gel y se sometieron a migracion electroforética
en un voltaje constante de 90 V, durante una hora. Se observaron los geles con luz
ultravioleta y se foto-documentaron los resultados. Se utilizé6 como control positivo DNA de
Blastocystis sp. obtenido de un estudio coproparasitoscépico positivo a este parasito, asi
como DNA de Blastocystis ST3 donado por el Dr. Damien Stark; como control negativo se

utilizé DNA humano obtenido de sangre periférica.

Identificacion de los subtipos de Blastocystis sp.

Para la identificacibn de los ST se utilizaron los oligonucleétidos desarrollados por
Yoshikawa et al (2003), cuyas secuencias se resumen en la Figura 6. En general, las
condiciones de amplificacion de cada subtipo fueron: un ciclo 94°C durante 5 minutos. 35
ciclos de amplificacion con 94°C, 1 minuto, 57°C, 1min y 72°C, 1 min, y un ciclo final a
72°C, 7 minutos. Es importante sefialar que para identificar a cada ST se desarrollé un
PCR diferente, por lo que se llevaron a cabo 7 reacciones de PCR por cada muestra
positiva a Blastocystis. Debido a que como control solo se conté con una muestra de DNA
del ST3, el resto de los subtipos se establecié cuando al utilizar un par de oligonucleétidos
especificos se obtuvo un amplicon del tamafio teérico documentado. Las reacciones de
amplificaciébn se realizaron en tubos eppendorf de 0.2ml, conteniendo 5ul de DNA
(concentracion minima de 20ng/ml y méaxima de 250ng/ml), 3 unidades de Tagqpol
(Epicentre, MasterAmp), 3ul de MgCl 256mM (Promega), 5ul de desoxinucleétidos (200mM
c/u), 3ul de oligonucledtido F (20pm/ul), 3ul de oligonucledétido R (20pm/pul), (20ng/ml), 1pl
de enhancer (betaina 10X), aforando la reaccion a 50ul con agua inyectable.

Los amplicones fueron visualizados por electroforesis horizontal en geles de agarosa al
1.5% en tampdn TAE 1x, pH 7.7, con bromuro de etidio y a un voltaje constante de 90V,
durante hora y media. Después se procedidé a su observacion mediante luz ultravioleta y

se foto-documentaron los resultados.
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Subtipa Gen bank Producte Primers 5 -3

I AFLEGO2E 351 pb F GAAGGACTCTCTGACGATGA
LBE3 R GTCCAAATGAAAGGCAGC

Il AYO48752 704 pb F TETTCTTGTGTCTTCTCAGCTC
SE340 R TTCTTTCACACTCCOGTCAT

1 AFle6088 526 pb F TAGGATTTIGGTGTTTIGGAGA
SB227 R TTAGAAGTGAAGGAGATGGAAG

w AY048750 487 ph F GTCTTTCCCTGTCTATTCTGLA
LB337 R AATTCGGTCTGCTTCTTCTG

W AYO4ET52 317 pb F GTGEGTAGAGGAAGGAAAACA
SB336 R AGAACAAGTCGATGAAGTGAGAT

Wi AFlee0al 338 ph F GLATCCAGACTACTATCAACATT
LBE32 R CCATTTTCAGACAACCACTTA

Wil AF1E808T 650 pb F ATCAGCCTACAATCTCCTC
5B155 R ATCGCCACTTCTCCAAT

Figura 6.0ligonucleotidos usados para la identificacion de los subtipos de Blastocystis sp.

Andlisis de la SSUrDNA de Blastocystis sp.

Una vez identificados los portadores de Blastocystis y su ST, se llevd a cabo la
estandarizacién de un PCR para la amplificacion de un fragmento interno de 650 pb de la
SSUrDNA, debido a que los oligonucleétidos disefiados por Yoshikawa et al, (2003) solo
identifican los subtipos y, con la SSUrDNA, por ser un fragmento de un gen Unico se
puede comparar entre si.

Para la obtencién de la secuencia completa del SSUrDNA, se amplifico la region 18S con
el oligonucledtido de inicio “SRF1” documentado por Yoshikawa y colaboradores (2000) y
el oligonucledtido reverso “R1Diego” aun no documentado, disefiado con base en una
region conservada entre los distintos subtipos de Blastocystis, para la obtencién de un

amplicén de tamafio teérico de ~1790 pb.

SrlF:1-5" gCTTATCTggTTgATCCTgCCAQTAgT 3’
R1Diego 5 CCTTgTTACgACTTCACCTTCCTCTA 3
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Debido a que no es recomendable que se lleve a cabo la secuenciacion directa de
amplicones de méas de 1000 pb, se disefiaron otros dos oligonucledtidos internos (F2-598
y R2-1230) en regiones conservadas para la amplificacién de un producto interno de ~650
pb., como se muestra en la Figura 7.

F2-598: 5 CgTTgTTgCAgTTAAAAAGCTCgTAg 3 *
R2-1230: 5" CCTTCCTATgTCTggTCCTggTAAg 3 *

F2-598: 5'CgTTgTTgCAgTTAAAAAGCTCTAY

R2-1230:5’CCTTCCTATGTCTggTCCTgg TAAg

L 3

T

RiDiego : 5 CTTgTTIRCYACTTCACCTTCCTCTA
SRF1:5' gCTIRTCTyg TTgATCCTgCCAGTAGT

L J

2 ~179%0pb

Figura 7. Oligonucleétidos para la confirmacién de los subtipos de Blastocystis sp.
Esquema en el que se muestran los sitios de reconocimiento de los oligonucleétidos
disefiados para el analisis de la SSUrDNA de los subtipos de Blastocystis. Para llevar a
cabo las estandarizaciones, como fue sefialado previamente, se utiliz6 DNA de
Blastocystis obtenido de cultivo axénico (cultivo donde solo se encuentra una sola especie
microbiana, en este caso “Blastocystis sp.”) donado por el Dr. Demian Stark (Investigador
de la divisiobn de microbiologia en el St. Vincent's Hospital en Australia). También se
analizaron muestras de pacientes con diagndstico negativo para Blastocystis por PCR,
como control negativo, en las cuales no se observéd ninglin amplificado de la 18S.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en tubos eppendorf de 0.2ml, conteniendo
5ul de DNA (concentracion minima de 20ng/ml y maxima de 250ng/ml), 3 unidades de
Tagpol (Epicentre, MasterAmp), 3ul de MgCl 25mM (Promega), 5ul de desoxinucledtidos
(200mM c/u), 3ul de oligonucledtido F (20pm/ul), 3ul de oligonucledtido R (20pm/ul),
(20ng/ml), 1ul de enhancer (betaina 10X), aforando la reaccion a 50ul con agua inyectable

(agua inyectable Pisa).
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Los programas de amplificacion estandarizados para el fragmento completo de la
SSUrDNA fueron: un ciclo de 94°C durante 5 minutos. 35 ciclos de amplificacién con
94°C, 1 minuto, 57°C, 1 minuto y 30 segundos y 72°C, 1 min, con un ciclo final a 72°C, 7
minutos. Para el fragmento parcial de 650 pb se uso un ciclo de 94°C, 5 minutos, 35 ciclos
de amplificaciéon a 94°C, 1 minuto, 57°C, 1 minuto y 72°C, 1 min, con un ciclo final a 72°C,

7 minutos.

Analisis de secuencias

Se purificaron los amplicones obtenidos con los iniciadores especificos disefiados por
Stensvold et al. (2007), asi como amplicones de ~650 pb de los ST1, ST2 y ST3 de la
region interna de la SSUrDNA por medio del sistema QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
y se enviaron a secuenciar a un proveedor comercial. El analisis de las secuencias se
realizé con el programa BLAST (del inglés Basic Local Alignment Search Tool) y se
obtuvieron los indices de identidad; se llevé a cabo un andlisis filogenético utilizando el
programa Mega version 4.0 para evidenciar la ubicacion de los subtipos de Blastocystis

de nuestra poblacién con respecto a otros paises.

Analisis estadistico.

Se llevé a cabo un andlisis descriptivo, estratificando la proporcién de los diferentes
padecimientos en el grupo control, asi como las prevalencias de los distintos
microorganismos encontrados. Los resultados se concentraron en una matriz de Excel
para identificar asociaciones entre las manifestaciones clinicas con la presencia de
Blastocystis y con los subtipos obtenidos y se analizaron usando las pruebas de X2y t de
Student, dentro de las medidas de asociacién se calcul6 la razon de momios (OR por sus
siglas en inglés odds ratio) y se obtuvo también el intervalo de confianza (Cl por sus siglas
en inglés). El andlisis estadistico de los datos obtenidos fue desarrollado con el programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versién 15.0 para Windows y con el

programa Epilnfo & versiéon 6.04.
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RESULTADOS

Descripcion de los grupos en estudio

Se contd con la participacién de 62 pacientes en el grupo de casos, de los cuales 50
cumplieron con los criterios de inclusion, los 12 individuos restantes, se eliminaron por
falta resultado colonoscépico en el historial clinico y/6 falta de suficiente aspirado de colon
(> 5 ml) y/6 por no contar con sus examenes de laboratorio completos (resultados de
examenes coproparasitoscopicos y/é coprocultivo y/é pruebas para rotavirus). En el grupo
de controles se reclutaron 95 participantes, de los cuales 65 tuvieron todos los criterios de
inclusion, presentandose 30 individuos que no cumplieron con los criterios de inclusién, ya
gue no contaron con resultado colonoscépico en el historial clinico y/6 con suficiente
aspirado de colon (> 5 ml) y/6 por no contar con sus examenes de laboratorio completos
(resultados de examenes coproparasitoscépicos y/6 coprocultivo y/6 pruebas para virus).
La edad promedio de los individuos de ambos grupos (n=115) fue de 49 afos, con una
desviacion estandar de +15.6. No se encontraron diferencias significativas en la edad
(p>0.05) entre los grupos.

En el grupo de casos diagnosticados con Sll mediante los criterios de Roma lll, se realiz6
colonoscopia para descartar causas organicas que pudiera dar los mismos sintomas. Su
intervalo de edad fue de 21 a 79 afios, con una edad promedio de 45 afios +15.4. Este
grupo estuvo integrado por 42 mujeres y 8 hombres, lo cual esta acorde a lo documentado
en la literatura (Longstreth et al., 2006), siendo las mujeres mayores de 31 afios las mas
frecuentes (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de frecuencias por edad y sexo en el grupo de casos.
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Por otro lado, el grupo control estuvo conformado por pacientes que presentaron alguna
alteracion en el tubo digestivo, diferente al Sll y cuyo diagnostico presuntivo fue
corroborado durante la colonoscopia. El intervalo de edad fue de 18 a 83 afios, con una
edad promedio de 52 afios +15.2, siendo el grupo de mujeres de 51 a 60 afios el mas
frecuente aunque, igual que en el grupo de casos, se observé una participacion mayor de
mujeres en comparacién a hombres (39 mujeres vs 26 hombres) como se observa en la

Figura 9.
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Figura 9. Distribucion de frecuencias por edad y sexo en el grupo control.

Hallazgos colonoscopicos
En el grupo de los casos se identific6 que la mayoria de los pacientes (80.6%)

presentaron una colonoscopia normal, en el 20% restante se identificd la presencia de 3
pacientes con hemorroides, 3 con pélipos, 1 con rectorragia, 1 con diverticulos y 1 caso
de una ulcera col6nica (no se contd con 3 estudios de colonoscopia, los cuales fueron
excluidos), en suma estos 12 casos no se consideraron para el andlisis estadistico. Se
consideraron solo 50 casos con Sll, entre los que se observé 3 pacientes con ERGE, 3
pacientes con EAP, 2 pacientes con diarrea cronica, 1 paciente con anemia, 1 con
diabetes, 1 con dolor cervical y 1 con lupus eritematoso observandose 38 individuos solo

con SlI.

En el grupo control, se presentaron diferentes afecciones gastrointestinales, siendo la
enfermedad diverticular, la presencia de pélipos y la diarrea crénica, los hallazgos mas
frecuentes (Figura 10). Es importante notar que en algunos casos, al igual que en el grupo

de los casos, al revisar los expedientes clinicos se encontraron afecciones sobrelapadas.
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Algunas afecciones como la diarrea cronica, hemorragia en el tubo digestivo alto (HTDA),

hemorragia en el tubo digestivo bajo (HTDB), asi como la colitis han sido asociadas a la

presencia de algin microorganismo patégeno.
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Figura 10. Hallazgos colonoscépicos y alteraciones observadas en el grupo control.

Diagnéstico de Blastocystis sp.

De las muestras de heces almacenadas a -20°C obtenidas durante la colonoscopia, se

obtuvo suficiente DNA total (>20 ng/ml) y con buena integridad, que se determiné

mediante corrimiento electroforético en geles de agarosa, que se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Integridad de las extracciones
de DNA total de origen fecal. Gel de
agarosa al 1.5% teflido con bromuro de
etidio y visualizado con luz UV (ultra
violeta) en el que se observan ejemplos
de la integridad de algunos DNA
obtenidos en aspirados colbénicos. PM,
pesos moleculares; 1 a 4, DNA total fecal
de alto peso molecular. La muestra del
carril 4 esta un poco degradada.
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El diagnostico por PCR para Blastocystis se estandarizé con muestras de heces positivas
y con aspirados intestinales, ambos confirmados por microscopia. En todas las muestras
positivas se obtuvo una banda Unica de 310pb correspondiente a un fragmento de la
SSUrDNA de Blastocystis sp. (Figura 12).
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Figura 12. Amplicén diagnostico de

Blastocystis sp. Gel de agarosa al 1.5%

tefiido con bromuro de etidio vy
2640 pb- visualizado con luz UV en el que se
muestra el amplicon diagnéstico de 310
pb, caracteristico de Blastocystis sp. Los
carriles corresponden a PM, pesos
moleculares; 1 y 2, DNA de muestras de
material fecal positivas a Blastocystis
confirmadas por microscopia; 3 y 4, DNA
de muestras de heces de aspirado
intestinal, de las cuales el paciente fue
previamente identificado como portador
100 pb- de Blastocystis sp. por CPS.

500 pb-

o -

En los casos en los que hubo duda respecto a la intensidad del amplicén, las muestras se
sometieron a una segunda re-amplificacidn, lo cual permitié confirmar la presencia de
Blastocystis. Se obtuvieron los resultados de 142 participantes (62 pacientes con Sll y 80
controles), se incluyeron en el andlisis final los resultados de 115 pacientes (50 casos y 65
controles) de acuerdo a los criterios de inclusién y eliminacién, de los cuales se cont6 con
sus datos completos. Al término del andlisis, 16/50 (32%) pacientes con Sll y 11/65
(16.9%) controles fueron portadores de Blastocystis o que muestra una prevalencia global
del 23.5%, mientras que la asociacion entre Blastocystis y Sll mostr6 valores de p=0.058,
OR=2.31y un IC=0.956-5.567.

Subtipos de Blastocystis sp.
Se obtuvieron los ST de Blastocystis en las 27 muestras positivas por PCR, por lo que se

identificaron amplicones cuyo peso molecular correspondian al valor teérico documentado
utilizando oligonucleétidos subtipo especificos, de esta manera se obtuvo un amplicén de
~350pb para subtipo 1, otro de ~520 pb para el subtipo 3 y uno mas de ~650 pb para el

subtipo 2. Durante el periodo de la subtipificacion no se conté con un sistema de foto-



documentacion, por lo que las imagenes se tomaron con una camara digital Sony

cybershot y se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Estandarizaciéon de la PCR para los subtipos de Blastocystis sp. Geles de
agarosa al 1.5% tefidos con bromuro de etidio y visualizados con luz UV. En estos geles
se muestran algunos ejemplos del efecto de la temperatura de alineamiento (Tm por sus
siglas en inglés) de los oligonucleétidos durante la estandarizacion para identificar
subtipos de Blastocystis. A) Perfil de amplificacion del subtipo 1; en el carril 1 se utilizd
una temperatura de 54 °C, mientras que en el carril 2 se utiliz6 a 57°C, el tamafio del
amplicén esperado era de ~350 pb con una Tm tedrica de 55 °C. B) Perfil de amplificacion
del subtipo 3; en el carril 1 se ensay6 una temperatura de 51°C, en el carril 2 de 54°C y en
el carril 3 de 57°C, el tamafio del amplicon esperado era de ~526 pb con una Tm teérica
de 60°C.

En el Cuadro 1 se concentran los resultados de los ST de Blastocystis identificados; como
puede verse, la mayoria de los portadores presentaron una co-infeccion entre los ST 1y
3. Se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre el ST2 y el Sll, pero no se
encontr6 alguna asociacion estadisticamente significativa entre los ST 1 y ST3 con el
grupo de SlI, ni con los hallazgos colonoscopicos 6 complicaciones agregadas, en el
cuadro 2 se muestran las relaciones encontradas entre los ST y el Sll y se subrayan los

resultados cercanos a la significancia estadistica (pv< 0.05, OR > 2, IC > 1).
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Cuadro 1. Subtipos de Blastocystis identificados por PCR (ST- subtipo)
Grupo/Subtipo ST1 ST 2 ST3 ST1/3 ST2/3 Total
Sli 2 1 2 10 1 16

Control 0 0 3 7 1 11

Cuadro 2. Relacion de los subtipos de Blastocystis con el Sl

Relacion X? p OR IC
Blastocystis subtipol vs SlI 3.587 0.058 2.617 0.945-7.241
Blastocystis subtipo 2 vs SlI 6.072 0.014 12 1.027-140.192
Blastocystis subtipo 3 vs Sli 0.94 0.331 0.38 0.03-3.79
Blastocystis subtipo 1/3 vs Sli 1912 0.167 2.071 0.727-5.899

Una vez identificados los subtipos se procedié a analizar la SSUrDNA de las muestras
positivas a Blastocystis sp., se amplificé un fragmento interno de ~630pb en que se
incluyen los ST que afectan a los humanos. A partir del DNA total fecal y utilizando los
oligonucledtidos F2-598 y R2-1230, se obtuvieron amplicones correspondientes a los ST1,
ST2 y ST3, los cuales se purificaron y se enviaron a secuenciar (Figura 14), y fueron
previamente identificados con los oligonucledétidos subtipo especificos desarrollados por

Yoshikawa et al 2003.
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Figuras 14. Amplicon de la SSURNA de Blastocystis. Geles de agarosa al 1.5% tefiidos
con bromuro de etidio y visualizados con luz UV correspondiente al analisis de la
SSUrDNA. En A) el asterisco muestra un amplicén ~1790pb correspondiente al fragmento
completo de la SSUrDNA, mientras que en B) la flecha sefala el amplicon de ~650pb
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correspondiente a un fragmento intern6 de la SSUrDNA. PM=pesos moleculares, demas
carriles=muestras de pacientes portadores de Blastocystis sp.

Al término del proceso solo se obtuvieron las secuencias de 3 fragmentos internos de
630pb de la SSUrDNA las cuales se muestran en el anexo 2. Una secuencia mostré 98%
de identidad con la secuencia del GenBank AM275354 de Dinamarca de un ST1; otra
secuencia mostré una identidad del 98% con la secuencia EU679346 de Oregon, EU, y
correspondié al ST3. La ultima secuencia mostr6 90% de identidad de acuerdo a la
secuencia del GenBank EF209016, identificado como ST2 con los oligonucleétidos de
Yoshikawa et al, (2003); sin embargo esta secuencia mostré6 99% de identidad desde el
nucledétido 20 hasta el nucleétido 587 con Poterioochromonas malhamensis.

En el anexo 3 se muestran 23 secuencias de los fragmentos diagndsticos de 310 pb. El
grado de identidad de las secuencias para Blastocystis es de aproximadamente 99% en la
mayoria de las secuencias, sin embargo utilizando este marcador todas las muestras
analizadas correspondieron al ST3.

La Figura 15 muestra una reconstruccion filogenética de las secuencias obtenidas de
310pb (fragmento diagndstico con oligonucledtidos disefiados por Stensvold et al., 2006)
con respecto a las secuencias reportadas en otros paises.

En esta reconstruccion observamos que en el subtipo Il se agruparon la mayoria de las
secuencias identificadas en ambos grupos de nuestra poblacion (ya que en ambos grupos
se identifico al ST3), aunque podemos ver secuencias representantes de Japén y
Dinamarca muy cercanas a las nuestras. También puede observarse que el haplogrupo
IlI* (variante del ST3) se conformd por dos secuencias de pacientes con Sll.

En el resto de los 5 subtipos se ordenaron secuencias de diferentes partes del mundo

aunque en mas de 5 haplotipos.
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Figura 15. Reconstruccion filogenética de las secuencias mexicanas de Blastocystis sp.
utilizando un algoritmo de Neighbor-joining (agrupamiento de secuencias mas cercanas),
realizado con el programa Mega version 4.0 (alineamiento y reconstruccién filogenética).
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Los Filogramas (ramas) y su distancia indican la distancia en cambios evolutivos, los
nameros en la base de las ramas son los valores de bootstrap (consenso de
distribuciones de creacion repetida) e indican el nimero de veces en que se encontrd
dicha rama (consenso). El organismo Proteromonas lacertae (codigo de acceso del
GenBank U37108) fue usado como grupo externo. Se emplearon todas las secuencias
disponibles que correspondian al fragmento diagnostico de la SSUrDNA (Stensvold et al.,
2006), existiendo secuencias de seis de los 7 subtipos encontrados en humanos
(agrupados en 25 haplotipos), siendo las secuencias de este estudio agrupadas dentro del
ST3 de acuerdo a la nomenclatura sugerida por Stensvold et al., 2007a, mostrados en
nameros romanos, las secuencias encontradas en este estudio estan repartidas en 6
haplotipos, entre las cuales destacan las diferencias encontrada en IlI*.

Microorganismos identificados

En la Figura 16 se resume la frecuencia de los principales microorganismos identificados
en ambos grupos; como puede observarse Blastocystis sp. fue el parasito mas frecuente
en el grupo de los casos, mientras que en el grupo control lo fue Dientamoeba fragilis
seguido de Blastocystis. También es importante sefialar que el diagndstico de D. fragilis
se realiz6 por medio de PCR, ya que este parasito no presenta forma quistica y no es
observable en examenes coproparasitoscépicos, ademas al igual que Blastocystis, su
papel patégeno aun esta en debate y en algunas publicaciones lo asocian al desarrollo de
Sl (Windsor y Macfarlane, 2005; Stark et al., 2007). Para ambos grupos Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa fueron las bacterias mas frecuentes.
Solo en un paciente del grupo control se identificd un caso de rotavirus y en un paciente

con Sl una Salmonella paratyphi A.

Cabe destacar que existe el sesgo de no tener un grupo control formado por individuos
sanos, ya que nuestro grupo control de referencia estuvo solamente integrado por

pacientes con alteraciones distintas al SlI.

Por el momento podemos indicar que en la figura 16 se observa un mayor namero de
agentes patdgenos, potencialmente patégenos y comensales en el grupo de casos.
Siendo que se observé la presencia de uno 6 mas microorganismos potencialmente
patdgenos (Blastocystis sp., D. fragilis, Entamoeba histolytica/dispar, Klebsiella
pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus sp. y Salmonella paratyphi A) en 29/50 (58%)

individuos con SlI, sin embargo este dato no es estadisticamente significativo.
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Figura 16. Frecuencia de microorganismos identificados en pacientes con Sll (en azul) y
en los participantes del grupo control (en rojo). +p=0.0581; *p=0.0004

Por microscopia se identificaron solamente 5 portadores de Blastocystis sp. en los
pacientes con SlI, y tres en el grupo control, lo que refleja la poca sensibilidad de las
técnicas coproparasitoscépicas en comparacion con el PCR cuya sensibilidad es cercana
al 100% (Stensvold et al., 2009).

Algunos ejemplos de la busqueda de relaciones evaluadas se muestran en el Cuadro 3.
Para una asociacién robusta, serian necesarios valores de OR superiores a 2, que el
intervalo de confianza no cruce la unidad y un valor de p menor a 0.05. En el cuadro
siguiente observamos que no se encontraron asociaciones significativas robustas, pero si

valores de OR superiores a 2.

Cuadro 3. Busqueda de relaciones significativas entre algunas variables estudiadas y la
presencia de Blastocystis sp.

Asociacion X2 p OR IC
Blastocystis vs SlI 3.57 0.058 2.31 0.956-5.567
Blastocystis vs Edad B 4.667 0.097 | No determinado | No determinado
Blastocystis vs mujeres 2.068 0.15 2.16 0.68-7.29
Blastocystis vs E. coli 3.43 0.064 5.778 0.729-45.763
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Blastocystis vs P. aeruginosa 2.996 0.083 0 0-1.87
Blastocystis vs K. pneumoniae 3.071 0.079 0.187 0.024-1.488
Dientamoeba vs Sli 13.52 0.0004 0.053 0.007-0.415

En este estudio se encontré una asociacion entre D. fragilis y el grupo control (p=0.0004)

y una tendencia de asociacion entre Blastocystis sp. y el grupo de pacientes con SlI

(p.0581).
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DISCUSION

En México las infecciones gastrointestinales causadas por parasitos siguen generando
miles de casos anualmente, con un alto impacto de morbilidad en la poblacion mexicana,
ya que existen deficientes condiciones higiénicas y habitos sanitarios que promueven su
trasmision y endemicidad (www.dgepi.salud.gob.mx/2010/plantilla/intd_boletin.html).

El presente trabajo se enfocd a estudiar el papel patégeno de Blastocystis, el cual es
controversial debido a que en afos recientes se le ha asociado como un responsable
importante del SlI; aunque en otros estudios lo exoneran de este sindrome (Tan, 2008).
Aunque existen algunas publicaciones en las que se muestra la prevalencia de
Blastocystis utilizando técnicas coproparasitoscopicas en diferentes muestras de
poblaciones mexicanas, no existe actualmente ningun trabajo en el que se hayan utilizado
técnicas moleculares para su diagnostico y subtipificacion en México ni en Latinoamérica.
Recientemente se le ha relacionado a Blastocystis sp. con el Sl (Giacometti et al., 1999
Yakoob et al.,, 2004), en México es importante analizar esta relaciéon, ya que se ha
observado una prevalencia de Blastocystis sp. de entre el 3 y el 42% en la poblacién
urbana y con-urbana del DF (Cruz-Licea 2003; Diaz et al., 2003), porcentaje muy parecido
a la frecuencia del Sll en el pais.

Se ha estimado que aproximadamente el 35% de las consultas en la especialidad de
Gastroenterologia en nuestro pais, son de pacientes que padecen Sll segun los criterios
de Roma Il (Leyva-Jimenez et al., 2005), teniendo una dominancia del género femenino
(Leyva-Jimenez et al., 2005; Schmulson et al., 2010; Lopez-Colombo et al., 2012). En la
presente tesis, en el grupo de casos se encontré una proporcion de 1 hombre por cada 5
mujeres, contrastando con la relacién 1:2-3 que describen algunos autores en otras partes
del mundo (Stark et al., 2007), pero mas cercano a la relacion de 1 hombre por cada 3.3
mujeres que reportan Schmulson y colaboradores en 2010 para México. La proporciéon
aun incrementada de mujeres en nuestros sujetos de estudio se debe probablemente a
que se trata de “pacientes” y se conoce que las mujeres consultan o buscan atencién
médica con mayor frecuencia que los hombres por estos sintomas. En el grupo control se
observé una proporcién entre hombres y mujeres, mas equilibrada de 5 hombres por cada
8 mujeres, esto debido a que en los controles se agruparon una gran variedad de
afecciones del tubo digestivo, los cuales no son restringidos por el sexo.

Respecto a la edad de los participantes, en ambos grupos fue similar, sin embargo en el
servicio de Endoscopia de nuestro hospital existe una mayor afluencia de pacientes

femeninas, particularmente las mayores de 31 afios, lo que sugiere un sesgo
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sociodemogréfico 6 de idiosincrasia (comunicacion personal con los médicos del servicio).
No obstante las diferencias de género y edad no fueron estadisticamente significativas por
lo que fue factible llevar a cabo una comparacion de variables entre ambos grupos.

Los criterios de Roma Ill (Longstreth et al., 2006) permitieron confirmar el diagndstico
clinico y la correcta asignacion de los sujetos en el estudio. Sin embargo, teniendo en
cuenta los hallazgos colonoscopicos un individuo diagnosticado clinicamente como SlI se
cambié al grupo control por presentar diverticulosis y cuatro pacientes del grupo control
con sintomas compatibles con Sl pero que por su dieta y edad se debian descartar la
presencia de poélipos y/6 diverticulos, después de su colonoscopia la cual fue normal,
fueron asignados en este estudio como casos.

Es importante observar que se presentd un mayor namero de agentes patégenos,
potencialmente patdgenos y comensales en el grupo de casos y se observo la presencia
de uno 6 mas microorganismos potencialmente patégenos en el 58% de los individuos
con Sll, sin embargo no encontramos diferencias significativas en las prevalencias de los
microorganismos entre el grupo control y el de casos, por lo que el componente biolégico
para desencadenar el Sll en la poblacibn mexicana puede ser importante. Sin embargo no
hay que olvidar que el Sll es un trastorno multifactorial, en el cual, ademas de la
posibilidad de ser desencadenado por agentes infecciosos, es muy importante el
componente genético del paciente, su susceptibilidad a algun alimento u alérgeno, el
estrés de la persona y alteraciones psicologicas (Camilleri et al., 2002; Kang et al., 2005).
También es importante considerar a futuro realizar un seguimiento de los pacientes que
presenten una gastroenteritis bacteriana, ya que se ha reportado a este hecho como un
factor de riesgo para desarrolla el Sll Pl (Neal et al., 1997; Wang et al., 2004).

Llamo la atencién encontrar una prevalencia global Blastocystis del 23.5% utilizando PCR,
en comparacion con los resultados obtenidos con técnicas coproparasitoscopicas, con las
gue se encontré una frecuencia del 42% en vendedores de alimentos de un mercado de
Xochimilco (Cruz-Licea 2003) y del 62% en nifios de poblaciones rurales de Guerrero
(Rodriguez et al., 2008), sin embargo estas diferencias se pueden deber a diferentes
habitos alimenticios y condiciones higiénicas, las cuales suelen ser deficientes en zonas
conurbadas y aun mas deficientes en comunidades rurales, basta con comparar estas
frecuencias con las del 3% y 7% observadas por Diaz et al., 2003, en zonas urbanas de la
ciudad de México que son muy contrastantes con las anteriores. Para este trabajo uno de
los criterios de inclusién fue la residencia en el Distrito Federal por lo menos durante un

afo, ya que el hospital en el que se realizé el estudio atiende a personas de esta entidad
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federativa asi como de otros estados, por lo que al seleccionar solamente individuos que
viven en el Distrito Federal, cerr6 la poblacion a individuos de Zonas Urbanas y
conurbadas, por lo que era de esperar que la prevalencia de Blastocystis sp. oscilara
entre el 7% y el 42% (frecuencias reportadas por Diaz et al.,, 2003 y Cruz Licea 2003
respectivamente), aun y cuando se contd con una técnica diagndstica mas sensible que
los coproparasitoscopicos.

En la presente tesis, al tratarse de pacientes que acudieron a un hospital general, también
se presupuso un sesgo de seleccion, ya que pueden concentrarse portadores
sintomaticos de Blastocystis subestimando la prevalencia de este parasito; un estudio
preliminar sobre la prevalencia global de Blastocystis en muestras de heces analizadas
durante un afio en el Laboratorio Clinico de nuestro hospital mostré6 una prevalencia del
45% (Q.C. Arroyo Escalante comunicacién personal), o que sugiere que en nuestro
estudio probablemente hubo un sesgo de inclusion para ciertos subtipos patégenos u
oportunistas de Blastocystis, por lo que disminuyd la prevalencia global esperada al
excluir a los subtipos no patégenos u oportunistas, ya que el estudio no contdé con
individuos sanos, propios de una poblacion abierta.

La presencia de Blastocystis sp. en el grupo de pacientes con Sll (32%) respecto a los
controles (16.9%), no mostrd una asociacion estadistica clara, ya que la probabilidad de
gue esta asociacion se deba solo al azar no fue menor a 0.05 (el valor encontrado fue
p=0.0581), aunque el valor de OR=2.31 indique que los portadores de Blastocystis sp.
tienen dos veces mayor probabilidad de desarrollar Sll, la precision estadistica reflejada
por Cl=0.956-5.567, al cruzar por la unidad, no respalda el valor de OR, (no obstante se
encuentra muy cerca de la unidad), lo que refleja solo una tendencia de asociacion.
Nuestros datos solo muestran una tendencia de asociacion entre el Blastocystis sp. vy el
SlI, (esto dentro de la poblacién analizada). Para esclarecer fehacientemente el papel de
de este microorganismo en el Sll, deberd de considerarse un tamafio de muestra mayor
en los grupos de estudio, asi como incluir un grupo de referencia de individuos sanos, que
ayudara a incorporar variantes de Blastocystis sp. comensales, todo esto a partir de los
datos de las frecuencias de los portadores de Blastocystis sp. en pacientes con Sll y de
portadores de Blastocystis sp. en pacientes sin Sll, datos que hasta antes de la presente
tesis nos eran desconocidos, (a partir de los datos obtenidos en la presente tesis
podemos re calcular que para un estudio de casos y controles como este, necesitariamos
111 individuos por grupo). Una limitante del presente estudio es la ausencia de un grupo

control proveniente de poblacion abierta. Para evitar ese sesgo, todos los participantes se
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tendrian que ser evaluados con los criterios de Roma lll y ser sometidos a un examen
médico y colonoscoépico para descartar organicidad. Aunque es muy dificil contar con
voluntarios aparentemente sanos que estén dispuestos a someterse a una colonoscopia,
ademéas de que los servicios del Hospital general Dr. Manuel Gea Gonzalez, en su
mayoria ya estdn comprometidos con los servicios propios de la institucion.
Probablemente el papel de Blastocystis sp. en el Sl sea muy limitado. En nuestra
poblacién la prevalencia de Blastocystis sp, en nuestros controles es del 16.9% vy la
prevalencia en pacientes con Sll, es del 32%, por lo que dificilmente este microorganismo
sea el principal causante del Sll en nuestra poblacion.

En cuanto al analisis de la SSURNA, consideramos que para el caso particular de
Blastocystis, tratar de relacionar un subtipo genético establecido con base en un gen
constitutivo (como lo es la SSUrDNA) con la patogenicidad del microorganismo, es un
abordaje inexacto; ya que se deberia buscar esta asociacion con posibles genes de
virulencia (genes de las proteasas de cisteina, de las proteinas involucradas en el
enquistamiento 6 en el cambio de los estadios ameboide, granular y de cuerpo central,
entre otros). Sin embargo actualmente no existen secuencias genéticas de estos
marcadores para todos los subtipos conocidos y al desconocer si este organismo
presenta eventos de reproduccién sexual y solo ser conocida su reproduccion asexual
(clonal), es factible pensar que al analizar los subtipos genéticos basados en un gen, con
este sea posible diferenciar variantes patégenas de las comensales, aunque para esta
hipétesis tendriamos que esperar que no existan eventos de recombinacion horizontal
entre los diferentes subtipos, evento que nos es también desconocido, aunque en general
son pocos los eventos de co-infeccidn entre los diferentes subtipos.

Respecto a los subtipos de Blastocystis identificados, bajo las condiciones de este
estudio, se observaron los ST1, ST2 y ST3, de manera abundante los ST1 y ST3 (ver
cuadro 1), que en su mayoria se encontraron co-infectando a un mismo hospedero,
mientras que el ST2 se identificé en dos pacientes con Sll, por lo cual la asociacion que
se encontrd en este estudio con relacidn a Sll vs ST2, puede ser resultado de un artefacto
por la falta de un tamafio de muestra mayor. No hay que olvidar que desconocemos la
distribuciéon de los ST en poblacion abierta, sobre todo en portadores asintomaticos, y que
es posible que en poblacién abierta encontremos otros ST y que los que encontramos
aqui, cambien en su frecuencia en una poblacion mas amplia.

En el Cuadro 4 se concentran los resultados de una busqueda bibliografica realizada para

la presente tesis, en la que se muestran los subtipos de Blastocystis sp. identificados en
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portadores humanos independientemente de sus manifestaciones clinicas; como puede
verse los ST1y ST3 son los mas frecuentes en el mundo, también puede observarse que,
aunque en menor frecuencia, se han identificado otros subtipos y que existe el caso
excepcional del ST4, que en la poblacién espafiola presenta una frecuencia del 94%. En
algunos estudios se encontraron casos de co-infeccion entre distintos subtipos por lo que
la suma de las frecuencias de los ST rebasa el 100%, siendo la co-infeccion mas comun
entre los ST1/ST3, seguida por las coinfeciones ST3/ST2 y ST1/ST2.

No se han identificado asociaciones claras entre los distintos subtipos de Blastocystis sp.
y la presencia de sintomas 6 alteraciones clinicas (Tan, 2008). Sin embargo, durante el
estudio de Dogruman-Al et al. (2008), se encontrd que al estudiar 96 muestras fecales de
portadores de Blastocystis sintomaticos como asintomaticos, el ST2 se asocié al grupo de
portadores asintomaticos (p=0.044), siendo el Unico estudio en el que se ha encontrado
una asociacion entre los subtipos de Blastocystis y los portadores asintomaticos. En la
presente tesis, el ST2 se identific6 en un paciente de manera asilada y en co-infeccién
con el ST3, lo que incrementa el debate sobre la virulencia y patogenicidad de los ST de

Blastocystis.

Cuadro 4. Frecuencia de distintos subtipos genéticos de Blastocystis en el mundo.

. Subtipos (%)t
Referencia Ongien
(n) 89y
1 2 3 4 5 6 7 Otros+
10

Yoshikawa et .
al., 2004b Alemania (12) 25 167 417 167 0 0 0 0 0
Li China
et al., 2007 (80) 225 25 70 1.2 0 0 0 0 3.8
Yan China
et al., 2006 (40) 45 10 475 O 0 0 25 0 0
Stensvold et Dinamarca
al.. 2006 (29) 34 207 51.7 241 O 0 0 0 0
Stensvold et Dinamarca
al., 2007b (28) 179 321 464 3.6 0 0 0 0 0
Yoshikawa et~ Bangladesh
Menounos et Grecia
al., 2007 (45) 20 13.3 60 2.2 2.2 2.2 0 0 0
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Yoshikawa et Japon

al., 2004b (50) 8 0 52 4 0 22 10 4 0
Wong et al., Singapur

2008 ) 22.2 0 77.8 0 0 0 0 0 0
Dogruman —Al Turquia

et al.. 2008 (96) 19.8 229 573 0 0 0 0 0 0
Souppart et al., Francia

2009 (43) 256 9.3 535 9.3 0 2.3 0 0 0
Yoshikawa et Paquistan

al., 2004b (10) 20 0 70 0 0 10 0 0 0
Dominguez- Espaiia

Marquez et al., (g 1) 2 4 94 0 0 0 0 0
2009

Presente México

estudio (115) 70.31 7.4f 81.4% 0 0 0 0 0 0

*NUmero de muestras analizadas; *ST desconocidos o autdctonos; ten algunos estudios
se encontraron casos de co-infeccién entre distintos subtipos por lo que la suma de las
frecuencias de los ST rebasa el 100%, como ocurri6 en la presente tesis.

Después de la corroboracion de los subtipos con las secuencias del amplicdn interno de
630 pb de la SSUrDNA, se observé que en general tuvieron una identidad >98% para los
ST1 y ST3 respecto a las secuencias de otros paises. Esto fortalece la hipétesis de que
Blastocystis podria presentar una serie de linajes clonales distribuidos en el mundo (Tan,
2008), ademas de que en este microorganismo no se ha comprobado su reproducciéon
sexual por lo que la apreciacién del fendbmeno de clonalidad se ve fortalecido. Llamé la
atencion que la secuencia del ST2 present6 una identidad del 99% con el organismo
Poterioochromonas malhamensis y del 90% a Blastocystis (secuencia EF209016).
Resultados semejantes en grado de identidad y que corresponden al género Blastocystis
se han documentado en muestras provenientes de otros hospederos como cerdos y
caballos, lo cual implica comportamiento zoondético de este parasito (Thathaisong et al.,
2003).

El andlisis de las secuencias del amplicén diagnostico de 310 pb mostré6 que todos los
aislados correspondian al ST3 con diferente grado de identidad (del 97% al 99%), lo cual
sugiere dos cosas 1) que el andlisis de este amplicon no es adecuado para el
establecimiento de los subtipos de Blastocystis sp., 2) en el caso de tener co-infecciones
de distintos ST, como en el presente trabajo, probablemente el DNA del ST mas
abundante sea el que se sobre-amplifique (en nuestro caso, el ST3), hay que recordar

gue el ST3 es el Unico ST que es exclusivo de humanos. Comunicacién personal con el
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Dr. Rune Stensvold (investigador de la unidad de micologia y parasitologia de Statens
Serum Institut en Dinamarca) sefiala que en su experiencia ha identificado que en varias
ocasiones se encuentran mezclas de diferentes ST al analizar el amplicén diagnéstico de
310pb, ademas de que los oligonucleétidos disefiados por Yoshikawa et al. (2003) (y que
se usaron para la presente tesis) no cubren correctamente la subtipificacion de
Blastocystis, por lo que €l recomienda analizar la secuencia completa de la SSUrDNA.

El analisis filogenético mostré que la mayoria de las secuencias del amplicén diagnéstico
se congregaron en el ST3, con las secuencias AM118078, EU679346, AB070988,
AB070992, AB091233, AB091234, AB091235 y AB070986 de Dinamarca, Filipinas y
Japon. El subtipo III*, se conformd por 2 secuencias mexicanas, las cuales coinciden que
fueron de pacientes con Sll, presentaron co-infecciébn con los ST1, ademas de que
presentaron el porcentaje de identidad mas bajo (97%) respecto a las secuencias del ST3,
ya que al encontrarse estas co-infecciones se reduce la identidad de las secuencias
analizadas.

Se ha documentado que muchos parasitos presentan una estructura poblacional clonal,
aun cuando tienen reproduccién sexual (Maravilla et al., 2008; Sibley et al., 2009). Por lo
contrario, en algunos otros como el género Trypanosoma no existe la evidencia de
meiosis 6 singamia, sin embargo se han documentado evidencias de recombinacion
genética, cuando al infectar moscas tsetse simultdneamente con dos cepas de T. brucei
se recuperaron cepas recombinantes (Gibson, 1996). Asimismo, Smith et al. (1993),
estudiaron la clonalidad en bacterias y en algunos parasitos como Plasmodium
falciparum, Trypanosoma brucei y T. cruzi; en todos ellos se identificaron estructuras
genéticas de alta clonalidad, con recombinacion y “epidémicas” con alta recombinacion
(Figura 17). Debido a que actualmente se desconoce coOmo es la estructura genética
poblacional de Blastocystis, considerando los datos obtenidos en la presente tesis y de las
secuencias del GenBank, podemos suponer que este pardsito puede presentar una
estructura clonal con cierto grado de recombinacién entre variantes genotipicas cercanas
gue puedan encontrarse en el ambiente y posteriormente co-infectar a un mismo
individuo. Para comprobar esta hipétesis es necesario llevar a cabo un estudio de
desequilibrio de ligamiento en genes metabolicos 6 de “virulencia” y regiones silenciosas
junto con un analisis molecular de seleccién y pruebas de neutralidad (Pruebas de T de
Tajima, Ewens-Watterson).

Aungue en nuestra poblacién encontramos generalmente co-infecciones de los ST1 y ST3, es

importante analizar, el porqué en otros estudios se encuentra principalmente una infeccion
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definida por un solo subtipo. Para explicar porque se encuentra principalmente un solo subtipo
de Blastocystis parasitando a un individuo, tenemos que analizar la posibilidad de una
‘inmunidad concomitante”. Este tipo de inmunidad se presenta frecuentemente en diversas
parasitosis y se refiere a que los hospederos desarrollan una respuesta inmune posterior a una
infeccion inicial, que actta para prevenir el establecimiento de parasitos de la misma especie
ante un reto subsecuente de infeccibn mientras siga vivo el parasito que se establecio durante
la exposicion inicial (Lightowlers, 2010; Srisawangwong et al., 2011).

Para comprobar esto en la blastocistosis, es necesario contar con cultivos axénicos de
distintos ST de Blastocystis y llevar a cabo infecciones experimentales; sin embargo, aunque
se trata de una zoonosis, muchos animales se infectan pero no presentan sintomas y signos
evidentes de infeccion 6 dafio y a las pocas semanas resuelven la infeccion (Tan, 2008) por lo
gue debera buscarse un modelo in vivo novedoso en el que se pueda llevar a cabo la infeccion
y que se realice un seguimiento de la parasitosis por algun tiempo, para presentar
posteriormente un reto de infeccibn y observar el establecimiento de la nueva infeccion

evaluando la respuesta inmune humoral y celular.
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Figura 17. Representacion de
estructuras poblacionales. En A y B, son
poblaciones formadas por aislados
separados por dos ramas principales. La
estructura poblacional en A es clonal en
todos los niveles, de tal forma que el
dendograma es un arbol evolutivo, no
hay recombinacion intra e inter aislados
A en la misma rama o0 entre ramas
diferentes del mismo arbol. En B, la
recombinacién no ocurre entre aislados
de las dos ramas principales pero hay
recombinacion frecuente entre aislados
de cada una de las ramas principales; la
estructura dentro de estas ramas es por
lo tanto de “tipo nido” y es representada
por la seccion ampliada de una de las
ramas principales. En C, se muestra una
estructura “epidémica” en la cual es
frecuente la recombinacion dentro de
todos los miembros de la poblacion, por
lo que la estructura es una red mas que
un arbol; sin embargo, ocasionalmente
aparecen individuos altamente exitosos y
se incrementa rapidamente su
frecuencia, produciéndose clonas
c epidémicas (imagen tomada de Smith et
al., 1993).

Sin embargo en nuestra poblacion la presencia de co-infecciones de los ST1 y ST3, se
deben de favorecer por algun factor que tengamos en comdn los mexicanos y que no se
comparta con otras regiones del mundo, tal vez algun factor exclusivo de nuestra
alimentacion que mantenga a ambos ST 6 una exposicién continua a ambos ST.

Respecto a las bacterias identificadas en los pacientes con Sll y en los controles, puede
verse que pertenecen a la microbiota normal, excepto en el paciente que presentd
Salmonella paratyphi A y un participante del grupo control en el que se identificé rotavirus.
Entre los parasitos encontrados, llamé la atencién la baja prevalencia de parasitos
tradicionalmente endémicos y prevalentes en México, como Giardia y Entamoeba
histolytica/dispar ya que si comparamos los resultados de los CPS obtenidos en este

estudio con los datos existentes de finales del siglo pasado (www.dgepi.salud.gob.mx),



observamos que existe en general una disminucion de los protozoarios, o que sugiere un
mejoramiento en los habitos higiénicos y alimenticios de los citadinos.

Otro hallazgo que fue particularmente interesante, fue la asociacion clara de D. fragilis con
pacientes del grupo control (p=0.0004, OR=0.053, IC=0.007-0.415). Este hallazgo puede
ser un generador de hipotesis sobre un probable efecto protector de la infeccién con D.
fragilis al desarrollo del Sll. Estos datos contrastan con los de otros estudios que lo han
asociado al desarrollo de Sll, sin embargo es posible que esto se deba a un sesgo de los
participantes, ya que los pacientes con SlI han tenido tratamiento antimicrobiano previo,
principalmente por automedicacion (comunicacion personal con los médicos tratantes)
pudiendo ser mas sensible D. fragilis que Blastocystis sp. a estos farmacos También se
ha postulado la posibilidad de la existencia de variantes comensales y autdctonas de D.
fragilis, sin embargo esto no se ha documentado ampliamente, por lo que se requiere de
un estudio enfocado a este microorganismo, donde se analice su prevalencia en distintas
regiones del mundo, asi como sus variantes. (Windsor et al., 2005; Stark et al., 2007).
Debido a que este microorganismo solo se ha documentado en humanos y existen pocos
reportes que lo refieren como patégeno, es factible considerar la existencia de variantes
comensales que sean mas comunes que las variantes patégenas, en nuestra poblacion.
Es posible que D. fragilis presente alguna caracteristica que disminuya el riesgo a
presentar SlI, ayudando en la digestién de los alimentos ricos en carbohidratos y lipidos
(aunque hoy en dia no se conoce mucho del metabolismo de este microorganismo), 6
promoviendo la secrecion de IgA (inmunoglobulina de defensa contra virus, bacterias y
algunos protozoarios).

Actualmente se tiene un conocimiento limitado de pocos microorganismos como
Bifidobacterium lactis Bb12(R), microorganismo que incrementa la secrecion de IgA y
ayuda a prevenir infecciones del tracto gastrointestinal, sobre todo las debidas a bacterias
(Kabeerdoss et al., 2011) (este tipo de microorganismos son un punto de estudio
importante, sobre todo ante el Sll Pl). También existe el Bifidobacterium infantis 35624, el
cual se ha observado alivia los sintomas del Sll y normaliza la relacién de IL10/IL12 (la
cual en pacientes con Sll, denotan una respuesta tipo Thl pro-inflamatoria) (O’Mahony et
al., 2005). El microorganismo Streptococcus thermophilus nos da otra idea sobre una
posible proteccién de D. Fragilis ante el SllI, ya que se ha observado que S. thermophilus
alivia los sintomas de la intolerancia a la lactosa y es que se ha documentado que este
microorganismo presenta un metabolismo que le permite crecer en presencia de fuentes

de lactosa, sacarosa, galactosa y glucégeno (Thomas et al., 2011).
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Probablemente las variantes de D. Fragilis presentes en nuestra poblacion muestren
fendbmenos como los mencionados por los microorganismos Bifidobacterium lactis vy,
Streptococcus thermophilus. Seréa importante analizar el papel de D. fragilis, tanto como
comensal y/6 como patdgeno, abarcando estudios epidemiolégicos, de su metabolismo,
ciclo de vida (ya que se desconoce la existencia de estadio quistico), de su distribucién y
su genética poblacional, asi como su estudiar méas a fondo su relacion con el SlI.
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CONCLUSIONES

v

La frecuencia global de Blastocystis determinada por PCR fue del 23%.

Se encontré en el 58% de los individuos con SII un microorganismo

potencialmente patégeno como posible causa organica del Sll.

Aunqgue Blastocystis fue el parasito mas frecuente (32%) entre los pacientes con
Sll, este microorganismo solo mostré una tendencia de asociacion con este
trastorno (p=0.0581, OR=2.31, IC=0.956-5.567), por lo que es recomendable

ampliar el tamafio de muestra para aclarar 6 desechar esta asociacion.

Encontramos que los subtipos de Blastocystis mas comunes en nuestra poblacion
fueron los ST1 y ST3. Llamé la atencion que estos subtipos se presentaron
principalmente en co-infeccién, lo que contrasta con lo que ocurre en otras partes
del mundo en donde, si bien estos subtipos son los mas frecuentes, generalmente

se les identifica en infecciones Unicas.

Es importante establecer el uso de marcadores moleculares confiables para la
subtipificacion de Blastocystis y con ello, ayudar a aclarar el papel patdgeno 6

comensal de los haplotipos de este microorganismo.

Existe un pobre conocimiento sobre la estructura genética poblacional de
Blastocystis sp., por lo que trabajos futuros deben encaminarse a su
caracterizacion y podran impactar en su epidemiologia y control, ya que la
diversidad genética dentro y entre las poblaciones de parasitos es la que
determina los cambios genéticos futuros y los procesos de diferenciacion,

adaptacion y especiacion.

El presente estudio genera una nueva hipotesis que sugiere que la presencia de
D. fragilis como factor protector ante el Sll (p=0.0004, OR=0.053, IC=0.007-0.415),

lo cual debe ser investigado.
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Anexo 1

Carta de consentimiento informado.

De acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki y con La ley General de Salud, Titulo
Segundo. De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos CAPITULO |
Disposiciones Comunes. Articulo 13 y 14.- En toda investigacion en la que el ser humano sea
sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la protecciéon de sus
derechos y bienestar. Debido a que esta investigacion se consideré como riesgo minimo o mayor
de acuerdo al articulo 17 y en cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el
Articulo 21:

I. En México, el Sindrome de Intestino Irritable es enfermedad que afecta al 12% de la poblacion en
general. Por otra parte, la informacion que se tiene sobre los aspectos clinicos y epidemioldgicos
de la blastocistosis por Blastocystis hominis es limitada, no obstante se ha incrementado el nimero
de personas que son diagnosticados como portadores de este parasito diariamente en los
laboratorios de parasitologia. Por ello, el estudio titulado “Sindrome de Intestino Irritable, genotipos
de Blastocystis hominis y polimorfismos de los alelos del TNFa y de la IL-8” considero que es
importante y deseo participar en el.

II. Se me ha informado que me tomaran 15 ml de sangre y que traeré tres muestras de heces,
estas muestras son adicionales al estudio que requiere mi enfermedad. Ademas se me practicaran
mediciones corporales que son totalmente inofensivas. Como apoyo al diagnostico, ES
PROBABLE que se me realice una colonoscopia, la cual se realizara en la Divisiobn de
Gastroenterologia de este hospital con los lineamientos y recomendaciones de la propia division y
cuyos riesgos se me explicaran ampliamente por los médicos especialistas que la llevaran a cabo.

lll. Se me explicd que la toma de sangre se realizard con una aguja y jeringa pequefia; sin
embargo puede dar como resultado moretones, sangrados e infeccion, estos se resolveran con las
indicaciones del médico en término de una o 2 semanas.

IV. Los resultados de este estudio ayudaran a determinar el mejor tratamiento para el Intestino
Irritable como en mi caso o en el de otros pacientes.

V. Se me ha asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo relacionado con el
estudio y mi participacion

VI. Se me aclaré que puedo abandonar el estudio en cuanto yo lo decida, sin que ello afecte mi
atencion de parte del médico o del hospital

VII. Autorizo la publicacién de los resultados de mi estudio a condicion de que en todo momento se
mantendra el secreto profesional y que no se publicara mi nombre o revelara mi identidad.

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que se
me aclararon todas las dudas que surgieron con respecto a mi participaciébn en el proyecto, y
reitero que ACEPTO participar en el estudio titulado: “Sindrome de Intestino Irritable,
genotipos de Blastocystis hominis y polimorfismos de los alelos del TNFa y de la IL-8:
Estudio de casos y controles””

Nombre, y firma del testigo 1 Nombre, y firma del testigo 2
Direccién Direccion
Relacién que guarda con el paciente Relacién que guarda con el paciente

Nombre y firma del Investigador Responsable o Principal

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de
investigacion o de su representante legal y el otro en poder del investigador.

Para preguntas o comentarios comunicarse con el Dr. Pablo Maravilla, investigador responsable de
este proyecto en el Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” al (01 55) 4000-3000.
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Anexo 2
Secuencias de un fragmento de 560 pb de la SSUrDNA de Blastocystis

Secuencia 1: Control 3, 560 pb
GGTAGTTGGGTGATCGCTATTGTGAGACTTCGGTCTCTCGATAGTAAGTCACCCCCTTCCAGT
ATCCAGTAGTGGGTATTCAGTTACTTACTATTGTGTGTTGGTCCTTTACTGTGAGAAAATTAGAG
TGTTCAAAGCAGGCGTTTGCTTGAATAGATTAGCATGGAATAATAATTGAAGGCTTTCGTGTTC
GATTTGATTGGTTTGTTCATGGAAGCAAGGTTAAAAGGAACAGTTGGGGGTATTCATATTCACT
AGTTAGAGGTGAAATTCTCGGATTTATGGAAGATGAACAAGTGCGAAAGCATTTACCAAGGATG
TTTTCATTAATCAAGAACGAAAGCTAGGGGATCGAAGAGGATTAGATACCCTCGTAGTCTTAGC
TATAAACGATACCGACTAGGGGTTAGTAGAGGTCAAAGTGTCTTTATTAGTACCTTATGAGAAA
TCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGA
AGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGG
ACCAGCATTAAGGGAAGGAGGG

Secuencia 2: Sindrome 29, 560 pb
CCCTGTCCTTACGACGTAGCATGTGTATGAGACATTCGTGTATTTTGTTATTCAAGTATCCTCCT
TCTAAATTCGATATATGAGTATTAATTTACTTGTATATGGTTTTAGACTTTTACTGTGAGAAAATT
AGAGTGTTCAAAGCAGGCATTTGCTTGAATATATTAGCATGGAATAATCATGTATGATTTTCATG
ATGTATTTGATTGGTTTGGTTGATGAGAATAAGATTAAAAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATT
CAATAGTCAGAGGTGAAATTCTCGGATTTATGGAAGATGAACAAGTGCGAAAGCATTTACCAAG
GATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGAGGATTAGATACCCTCGTAGTCT
TAACTATAAACGATACCGACTAGAGGTTAGTGAAGGTCATTGTGTCTTGACTAGTATCTTATGA
GAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGA
CGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTAC
CAGGACCAGCATAAGGAAAGG

Secuencia 3: Sindrome 3, 560pb
CGTTACTTCGTGCGTCTATAGACGCGGAAGCCTCAGGGGCGATGCTGTGGATCGGGACCATC
CTCGAGGAGAACATATCTGTCATTGAGTTGATGGGTATGGGACCCTCGTCATTTACTGTGAGC
AAAATAGAGTGTTCAAAGCAGGCTTACGCCGTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATAGGA
CCTTGGTCTATTTTGTTGGTTATACTCCGAGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCG
TATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGGAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTAC
CAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTA
GTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATTGGTGGGTGTTATTAGCGACTCCATCAGCACCT
TATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGAA
ATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAA
CTTACCAGGACCAGCATTAGGGAAGGA
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Anexo 3

Secuencias de 310 pb de la SSUrDNA de Blastocystis.

La secuencia inicial se obtuvo por duplicado para corroborar el grado de fidelidad de la

secuenciacion. De la secuencia numero 2 (Control 1’) en adelante solo se distinguen los

nucleétidos que son diferentes a la secuencia de referencia, la cual es Control_1_*560pb’.

‘Control_1_*560pb’

TCTGTCCCTTAGGTCCGGGCTGCGCGCGACCTTCTTCAACAGTGGCTGAATCGATAATTGCAATTTA
AGAACGTGATGGGGTGATCTGTAAAACGTCATGAAGAGGAATTCTATATGCAGTCATCAACTGCGTT

AGCCCTGCCTTGAAACCCCGTCGATACATTGATGGTCCATGAACACTTAATTTTG

‘Control_1’



‘Control_11’

‘Sindrome_12’
AACCAGTGGGGA.A.TAAAGG.ACAAT.GT...C.TTTA.TGAATCCCCC.TT.T.....CT.eei e C
e e G....AA
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Anexo 4
Secuencias usadas en la reconstruccion filogenética:

Se uso como referencia la secuencia Control 1, la cual es idéntica a la secuencia
AM118078, solo se resaltan los nucleétidos diferentes a las secuencias de referencia.

‘AM118078.1_Dinamar’

....................... G......

‘AM117938.1_Dinamar’

.............. Teveeiiieeenn.CT. .G TG.......C.....G.GAG.............CT...TGT.A..c....eeeee0e0e..Currrrnnn
A G...AA

‘AM118079.1_Dinamar’

................................. G....... ALLL.GG...G.C..C....Cerr T T T A e
.......................................... G...AA

‘AB023499.1_descono’

.............. Teeeeieeeenn.CT...G.......GG...G..C.....G..GAG.............CT...TGT.A.......cce00e......Certrer
WA, G......... G...GAT

‘AB023578.1_descono’

.............. T....A....CT..GA..GG...G.C....G.GAG........CT.TGTA. . ....c....C........
..... A G L GLLGAT

‘AB070986.1_descono’

........... Ao e e e e e e e ————e e e ———eeeata—e—eea ettt eeeeatt bt eeeatre e haeaeeaeahreaeeeaanreeeeearres
......................... G....

‘AB070987.1_descono’

.............. Toreeeieeee. CT G TGLLCLLL.GL.GAG...........CT.L.TGT A e C
A CTR G...AC

‘AB070988.1_descono’

....................... G......

‘AB070989.1_descono’

.............. Tovrieeieeeeen.CT.GLLLLLGGLLLGL.C.....G..GAG..............CT...TGT A..coottvvveeeeeeeee. G
A CT G...GAT

‘AB070990.1_descono’

.............. Toveeeeeeeen ACT ... G TG . C.G A AGT e CTLLTTT AL C
A A..G...... G...CA

‘AB070991.1_descono’

.............. Teoveeeeeeeeen ACT ... .GLAT...G.....C.Ge... . AGT oo L CTLLTTT AL T,
................................... G.A.G....G..T

‘AB070992.1_descono’

....................... G......

‘AB091233.1_Japon_B’

....................... G......

‘AB091234.1_Japon_B’

....................... G......

‘AB091235.1_Japon_B’

....................... G......
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‘AB091236.1Japon_B_’

.............. TeoeeieieeieACT e01.Gee . TG CoGe s AGT et CTo. TTT A e Co
N A.G.....G..CA

‘AB091237.1_Japon_B’

.............. T ACT 010G TG CoGe s AGT st CTo . TTT Ao Co
Ao A.G.....G...CA

‘AB091238.1_Japon_B’

.............. T ACT .G TG CoGo s AGT e T TTT Ao Ca G
A, A..G......G...CA

‘AB091239.1_Japon_B’

.............. Teoroeeieess e ACT e G AT G es.CoGoes o AGT oot CToe TTT A
.................................. G.A.Gu..G....T

‘AB091240.1_Japon_B’

.............. T CT0Gr . GG...G..Co . G.GAG oo CTo . TGT Ao G,
Ao, G.....G...GAT

‘AB091241.1_Japon_B’

.............. TerieeenCTetGure.GG...G..Co. . G.GAG oo CTo . TGT Ao Co .
Ao, G.....G...GAT

‘AF408425.2_Japon_B’

.............. Teoeeeeie ACT 010G TG0 CoGe s AGT s CTo TTT Ao Coe
Aveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeses e A.G.....G...CA

‘AF408426.2_Japon_B’

.............. Teroeeeeee ACT 000G TG CoGe s AGT et CTo . TTT A oG,
Aveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeses e, A.G.....G...CA

‘AF408427.1_Singapu’

.............. TeriPcesin ACT .. GLAT...Gues.CoGot . AG T CTo . TTT A .G
..................................... G.A.G.....G...T

‘AF439782.2_Tailand’

.............. TeoiiCTer G .GG...G..C......G..GAG.cc0.ce0.....CT.. . TGTA oo Co.
A, (o3 PR G...C....G..GAT

‘AF538348.1_Tailand’

.............. TeoiiinCTeG....GG...G..C.....G..GAG.cc0.co.... CT.ATTT Ao Co
N A.G...G..CT

‘AY244619.1_Alemani’

................................. GuroiiiAs.GG.GeCoe.CostCoeeece e T T A
.......................................... G...GA

‘AY244620.1_Alemani’

................................. Guoroiei A GG .GCoe.CostCoeeece e T T A
.......................................... G...GA

‘AY244621.1_Japon_B’

................................. TSI W c T C T O XN oINS FHIN o3 Y-S
.......................................... G...GA

‘AY590105.1_dfi_hos’

.............. T ACT oG AT oG e.CoGee . AGT e T TTTA e
.................................. G.A.G......G...T

‘AY590106.1_dfi_hos’

.............. T ACT oG AT .G .CoGoee s AGT oo CToe TTTA e
.................................. G.A.G......G...T

‘AY590107.1_dfi_hos’

.............. T ACT e G AT oG e.CoGoee s AGT oo CTo TTT A,
.................................. G.A.G......G..T

‘AY590108.1_dfi_hos’

............ AT TACT ... GAT .G uee.CoGes s AGT oo CToe . TTTA e
.................................... G.A.G.......G.. T
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‘AY590109.1_dfi_hos’

.............. Teovooeeieeeen ACT L GLAT..G . CLG  AGT e CTLLTTT A e
.................................. G.A.G....G..T

‘AY590110.1_dfi_hos’

.............. Toveeeieieen.CT..GL..GG....G..C......G..GAG..............CT...TGT. Ao . eeeeeeee....Curnn
WA | CT— G...GAT

‘AY618265.1 Tailand’

.............. Teveeeiiieeen.CT. .G TG....C......G.GAG.............CT...TGT.A.....eceeeee0..Cr
A [ CT G...AC

‘AY618266.1 Tailand’

.............. Teeieeiieeenn.CT..l.GLL.GG...G..C.....G..GAG..............CT...TGT.Auce.. .o eeeeeeee...Ce
WA | CT— G...GAT

‘FJ809939.1_China_B’

.............. Tevoooeieeeeen ACT....G.GTT....G.......C.G...... AGT e CTLLTTT A e,
................................... G.A.G....G..C

‘U51151.1_16s_natur

.............. Teeeeviieeenn.CT...G.....GG...G..C.....G..GAG.............CT...TGT.A.......cee00.....Crrtrrrr
WA | CT G...GAT

‘DQ366343.1_China_B’

.............. Tevooeeeieeenl ACT.....G.GTT....G......C.G...... AGT e CTLLTTT A e,
................................... G.A.G.....G..C

‘EF079872.1_China_B’

.............. Teovoooeeeeeeee ACT.....G.GTT....G......C.G..... AGT ... CT..TTT. AL,
................................... G.A..G.......G...GC

‘EF468654.1_China_B’

.............. Tevreeeeeeen CTvi Al T W AG WL CTLATTT AL G AL
............................... A.G....G.CT

‘EU082109.1_China_B’

.............. Tevoiieeeeee ACTL..G.GTT...G.......C.G...... AGT oo CTLLTTT A e
................................... G.A.G......G...GC

‘gi|1304397|gb|U371’

.............. T....C..T.AC..A AT.AAT...TGACT.A.. ATTGCTGACAG.GGGCTCATGAAAATATATCATTG

GATAGGCTGCAAT.ATTATCTTGAAGAGACCCTGTAAGGGT.AGCATCACCTGAATAGCCCGCTT
TTAACACGCGTCACCTCC.ATT.ATG.TGAGG..AAGA.
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Anexo 5

Haplotipos encontrados en la SSUrDNA de Blastocystis sp.

Subtipo:

Haplotipo:

3

Hap_1: 5 [Control_1_560pb Control_1 Control_2 Sindrome_4 Sindrome_7]

3

Hap_2: 2 [Control_3 Sindrome_8§]

Hap_3: 19 [Control_4 Control_5 Control_6 Control_8 Control_9 Control_10 AM118078.1_Dinamarca

Control_11  Control_12  Sindrome_2  Sindrome_3  Sindrome_5 Sindrome_6  Sindrome_10
ABO070988.1_desconoci  AB070992.1_desconoci  AB091233.1_Japon_B_h  AB091234.1_Japon_B_h
AB091235.1_Japon_B_h]

Hap_4: 2 [Control_7 Sindrome_9)

Hap_5: 1 [Sindrome_1]

Hap_6: 1 [Sindrome_12]

Hap_7: 1 [AM117938.1_Dinamarca]

D (O [ W |W (W W

Hap_8: 1 [AM118079.1_Dinamarca]

Hap 9: 7 [AB023499.1_desconoci  AB070989.1_desconoci  AB091240.1_Japon_B_h
AB091241.1_Japon_B_h AY590110.1_dfi_hosp_ AY618266.1_Tailandia U51151.1_16s_nature_]

Hap_10: 1 [AB023578.1_desconoci]

Hap_11: 1 [AB070986.1_desconoci]

al|Ww = =

Hap_12: 2 [AB070987.1_desconoci AY618265.1_Tailandia]

Hap_13: 5 [AB070990.1_desconoci  AB091236.1Japon_B_ho  AB091237.1_Japon_B_h
AF408425.2_Japon_B_h AF408426.2_Japon_B_h]

N | B

Hap_14: 1 [AB070991.1_desconoci]

Hap_15: 1 [AB091238.1_Japon_B_h]

Hap_16: 5 [AB091239.1_Japon_B_h  AY590105.1_dfi_hosp_  AY590106.1_dfi_hosp_
AY590107.1_dfi_hosp_ AY590109.1_dfi_hosp_]

Hap_17: 1 [AF408427.1_Singapur_]

Hap_18: 1 [AF439782.2_Tailandia]

Hap_19: 1 [AF538348.1_Tailandia]

Hap_20: 2 [AY244619.1_Alemania_ AY244620.1_Alemania_]

Hap_21: 1 [AY244621.1_Japon_B_h]

Hap_22: 1 [AY590108.1_dfi_hosp_]

Hap_23: 2 [FJ809939.1_China_B_h DQ366343.1_China_B_h]

Hap_24: 2 [EF079872.1_China_B_h EU082109.1_China_B_h]

Hap_25: 1 [EF468654.1_China_B_h]

Hap_26: 1 [gi|1304397|gb|U37108] (Proteromonas)
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Anexo 6

Parmito] Res
D 100, 10T/ el 3600 1-2626-7

ORIGINAL PAPER

Blastocystis infection is associated with irritable bowel
syndrome in a Mexican patient population

Diego Emiliano Jimenez-Gonzalez - Williams Arony Martinez-Flores
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Mirza Romero-Valdovinos - Damiben Stark - Valeria Souza-Saldivar -

Fernando Martinez-Hernandez « Ana Flisser » A ngelica Olivo-Diaz - Pablo Maravilla

Recalved: 3 May 2011 fAccepted: 12 August 211
) Springer-Verlag 2011

Abstract In recent times, some common “non-pathogenic™
pamsites, such as Blastocystiy and Dientamoeba fragilis,
have besn associated to the aetiology of irritable bowel
syndrome (IBS), while host pro-inflammatory cytokine
gene polymorphisms might have a role in the pathophys-
iology ofthe disease. Therefare, Blastocystis subtypes (ST),
D. fragili and gene promoter single nucleotide paly-
morphisms of interleuking (IL-6) and tumour necrosis
factor-alpha (THF-x) in IBS patients and controls were
studied. After giving written consent, 45 patients with
symptoms of IBS acconding to the Rome 111 criteria and 45
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controls wens enmolled, DNA was extmeted from peripheral
blood for SNP analysis at position -174 for IL-6 as well as -
238 and -308 for TNF-co Blastocystis was more common in
the IBS group (p=0.043). Interestingly, D. fragilis was
found more frequently in the control group (p=0.002);
Blastocystis ST1 and 3 were most frequent in both groups,
Haploview analysis mevenled linkage disequilibrium in
THNF-ax (p=0.0001); however, none of the SNPs for IL-6
and THF- were found to be significantly related with 1BS.
The clinical and molecular approaches undertaken for the
first time in Latin Amercan IBS patients demonstrated an
association with Blastocystis that supports a pathogenic mle
of this parasite in IBS Furthemmore, co-infections with 3T1
and ST3 were frequent; thus, the genetic diversity proposed
within 8T polymorphisms does not rule out that particular
strains might be associated with disease, In addition, our
results do not support a major contdbution of [L-6 and
THNF-o gene pol ymorphisms in the susceptibility to IBS.

Introd petion

Irritable bowel syndrome (IBS) is a functional disorder in
which abdoiminal pain or disconfort 8 associated with a
change in bowel habits and disordered defecation (Longstreth
et al. 2006). The pathophysiology of IBS memains poorly
understood, and no mechanism is umque to, or characteristic
of, IBS (Gasbarrini et al, 2008), Several factors occur in [BS
patients that account for chinical symptoms. These ncluds
altered gut reactivity (oolonic andfor small-bowel maotility) in
response to Juminal or psychological stimuli and visceral and
gut hypersenaitivity, with enhanced visceml perception and
pain (Thompsan et al. 2000; Stark et al. 2007).

The pathogenic mwle of Blagtocystis is still controversial
becawse it i found not only in individuals with enteric
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symptoms but ako in healthy and asymptomatic subjects
(Boonan et al. 2008; Tan 2008; Stensvold et al. 2009:; Stagk
et o 20100 In addition, Dientamoeba fragilis has bem
reported to cmse IBS-like symptoms and has a propensity to
remain a8 a chronic infection, but has never been reporied in
Mexico, probably because its diaghosis relies on techniques
which fail to identify most positive cases. PCR lesting of
genomic DNA  extmeted from facces has been shown to
identify more cases (Stark etal, 2010). However, PCE. analysis
of stool specimens is not commonly available in most clinical
settings (Stark et al, 2007, 2010; Yikoob et al. 2010a),

Dug to extensive genetic diversity within the genus
Blastocyvstis, differences in the genetic make-up of this
microorganism are thought to be associated with the clinical
outeame of infections (Li et al. 20072; Dogruman-Al et al,
2008; Tan 2008; Yakoob et al, 200 0a, b), On the otaer hand,
consideting the pathophysiology of IBS, it has been
suggested that host pro-inflammatory cytokine gene poly-
morphisms might be important within coding and promoter
regians of cytokine genes (Melk et al. 2003) Studies
performed in Dutch and Iranian [BS patients {matched with
healthy control subjects} demonstrated that certain penetic
polymorphisms related to several pro-inflammatary inter-
leukins were associated with susceptibility to this disease
(van der Veek et al. 2005; Barkhordari et al, 2010g, b). The
purpose of the present study is to analyse if there is an
association of IBS with these two parasites and, if so, if
there is a further relation with Blaytocystis subtypes (3T) o

with TL6 and TNF-c cytokine polymorphisms.

Materials and methods
Subjects

Patients who had attended the gastroenterology clinic of the
Hospital Geneml “Dr. Manuel Gea Gonzalez" between
January 2008 and July 2009 were rectuited. This cass—caitm]
study was reviewed and approved by the Ethical and Research
Committes of the hospital. Cases consisted of patisnts with
narmal colonoscopy and symptoms of [BS acconding to the
Rome I eriteria, These criteria require recurrent abdominal
pain or discomfirt at Jeast 3 days/month in the last 3 months
azsociated with two or more of the following: (1) improve-
ment with defecation, (2) onset associated with a change in
frequency of stool deposition, () onset associated with a
change in form or appeamnce of sools and wene defined as
patients {Longstreth et al. 2006). The control group consisted
of individualk with bowel alterations, i.e. polyps, diverticular
disease and haemaordhoids, but not with IBS. Excusion criteda
for both groups were presence of intestinal vimses (such as
adenovinis or rotavins) ar bactena that cuse diardioea and
parasites other than Blastocystis and D, fragilis, such as

Entamoeba histolytica/dispar, Giandia, Endolimax and Hyme-
noleper; presence of an angamic couse of dsense; evident
psychological alterations; social problems; pregnancy; depen-
dence on analgesics; ulcerative colitis; tumours or diverticulitis,
Written infbmmed consent was obtained from all patients, ATl
participants provided fascal and blood samples for micnobio-
logical and molecular tests, All study paticipants were
diagnosed and treated by the same two gastmenterologists,

Coprological and PCR analyses for pamsites
and Blartocystis subtypes

Cuolonoscopies weare carded out n each patient after medical
informed consent was obtained, and biopsies were performed
cases of any abnommal fndings. Durng colanoscopy, liquid
stodls were spirated and used for copropamsiologic analysis
by Faust's technique for detection of cysts and ova (Cuimaries
and Sogayar 1993; Rodriguez et al. 2008). To complete serial
coproparasitologic malysis, two other Becal samples wene

using a commercial rapid test (VIKIA, Rota-Adeno, BioMéa-
jeux, France), and identification of possitle pathogenic
enterobacieria wes performed using a MicoSan system
(Siemens, UK), PCR was performed on DMNA from all stoal
aspimtes o identify Blastocystis, D fragilis and, in positive
PCR sumples, Blastocystis ST, Briedly, DNA was extmeted
from stool by using Purepene DMA Purifimtion System
{Gentra Systems, Gemmany) acconding to the mam ficturer's
protocol and stored at ~20°C. Primmers and PCR amplification
conditions were as described for detection of Elastocystis and
D. fragilis in stool (Stensvold etal, 2006 and Stark o al. 2005,
respectively). For Blastocystis ST identification, seven stan-
dandized subtypespecific piimes md PCR. pocedures were
used (Yoshilawa et al. 2000, 2003, 20044, b; %n et al. 2006
Li et al, 2007h; Yakoob et al. 2010b) and adjusted to the
terminology recently proposed (Stensvold et al. 2007). To
comoborate Mastocystis ST profik, the amplicon of approx-
imately 632 bp, which comesponds to a centml Bagment of
the intemal region of the small subunit (RNA (SSUrDNA)
gene, was obtained for four samples in which encugh DNA
was recoversd, purified and submitted to sequencing: primers
used were F2598 (3-GCTTATCTGGTTGATCCTGOCAG-
TAGT3') and R2/1230 (3“CCTTCCTATGTCTGGTCCTGG-
TAAG-Y), which wene designed based an the sequence data
far the SSUrDNA of Blariocstis in the US Mationn] Center
for Bictechnology Information muclectide daabase (hitp//
wowrwnchi. nlm.mib govd),

Genotyping of IL-6-174 and TNF-x-238 and -308
Hest DNA was cbtained fom 10 mL EDTA-peripheral

blood using proteinase K and phenolichloroform extraction
(Sambrook et al. 2000). The TNF-o-308 palymorphism
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was detected with a restriction fagment length polymor-
phism technique, PCR was performed using primess TNF-1
(5-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCATY) and TNF-2
(S-TCCTOCCTGCTCCGAITCOG-3"), Restriction of the
PCR product with Neol defined two alleles: TNF-1 (G)=
107 bp and TNF-2 (A)=87 and 20 bp, The digested products
were separated on a &% 191 acrvlamidebisacrylamide gel,
and bands were visualized with ethidium bromide (0.5 pg/
mL) and UV light (Fajardo-Dolei et al, 2006), Typing of the
TNF-0-238 (rs361 52 5) palymorphism was achieved by PCR
with the primers TNF-2-1 (5-CCCCTCCCAGTTC-
TAGTTCTATC-3") and TNF-1-2 (5'-AAGCGG-
TAGTGGOCCOCTGC-ACCTESY) that penemte o 308-bp
fragment (Camarena et al, 2001) and with the probes TNF-
138G (F-GCGAMTCGOAGCAGGOA-Y) and TNFIIE-A
(S“GOAATCAGAGCAGGGA-2) (Fajardo-Dolei et al,
2006). The IL-6-174 {1800795) polymomphism was typed
with the primers IL-6 (-174)F (3'-AATGACGACC-
TAAGCTGCACTTEY) (Minton et al. 2005} and RIL-6
(S“AGGAGTTCATAGCTGGG-CTOCTGGAG-3") which
generate a 290bp fmgment, and with the probes IL-6G
(F¥-GTCTTGCOATGCTAAAG-3") and IL-6-C (5'-
GTCTTGCCATGCTAAAG-3") (Meenagh et al. 2002),
Probes were digoxigenin-11-ddUTP labelled and alleles
identified by dot—blot analysis with chemiluminescence,

Statistical analysis

Descriplive statistics are expressed a8 mean and standand
deviation (3D ). Analysisby Student’s ¢ test, Mantel-Haenszel
test or Fisher's exact test, two tail (when the expected
frequency in at least one cell was less than 5), weare applied;
odds ratio (OR) and 95% confidence intervals (95% CI)
were also obtained Data analysis was perfommed with Epi-
Infob v6.04 software and Pomer of Biostatistics sofiware
(Glantz 1992}, Arlequin Progmm version 2000 was used for
the linkage disequilibrium analysis (Schaneider et al, 2000).
Allele frequencies (AF) and genatype frequencies (GF) were
calculated by direct counting of alleles and were compared
between patients and controls,

Rusults
Subjects and colonoscopy outcomes

Both the IBS and control gioups were predominantly female.
The male—female ratio in the 1BS group was 1:4, while it was
1:2 in the eontral group, Mo further statistical differences in
age and gender were found between the two groups,
Comstipation-predominant IBS (TBS-C) was the most frequent
IBS clnical subtype (64%), while altemating diarhoea and

constipation (IBS-A) was the least fequent (12%), These
presentations may change with time (Longstreth et al, 2006);
thus, no special considemtion was given, Reganding the
colonoscopies in the control group, most presented a nonmal
study (65%), ollowed by polyps, diverticulosis and, finally,
haemardioids (Table 1),

Microorganisms found and Hastocystis subtypes

Table 1 also summarizes the microbiota found; Blastocystis
was present in 31% of the IBS group and in 13% of the
conitral; statistical analysis showed an association with IBS
group (p=0043); in contmst, D frogilis was found in 2%
of the IBS group and in 27% of the contral, showing a
statistical association with the contml group (p=0.002),
Frequencies wepe obtained before anti-pamsitic treatment
was provided. Only one patient of the control group
presented co-infection of Blastocystis and D fragiis,
Although no sssociation of penderpamsite between [BS and
control group was found, the relationship D, fragilisimale
showed a statistical association (p=0.036 by Fishe's exact
test, two tail; OR=024; 95% CI=0.06-0.95). Patents with
pamsitic infsctions other than Blastogystis and D, fragilis as
defined in a series of three faecal exams wene excluded fom
the study PCR for Blastocstiy and D frogifis presented
chameteristic diagnostic amplicons of ~310 pb and ~850 pb
respectively, as well as those coresponding o Blaytocystis
STl (=351 pb) and 3 (=526 pb). Sequences carresponded to
STl and ST3 md were similar between [BS and control
groups; mtemsstingly, many of Mastoousty camriers exhibited
co<nfction by ST1 and ST3 while 5T2 was identified only
in one case of the IBS group. The presence of 1BS did not
comelate to any particular subtype or sequence, though the
sequences showed that ST exbibited an identity of >98% with
those of other countries. Regarding bacteria found, Escher-
ichia coli was identified in >86% of participants; 2nd and 3rd
places in frequency were Kiebgiella and Prewdomonas,

Genotyping of IL-6-174, TNF-0-238 and -308

Afler extmetion and purification of DNA, only 78 samples
prescmted the quality and adequate concentmtion for SMIP
analysis. General comparison of IL-6-174 and TNF-x-238
and -308 polymorphisms betwesn [BS and control groups is
shown in Table 2. AF and GF were similar in both groups,
being the most frequent alleles IL6-174 G (IBS 93%, contral
B9%q), TNF-238 G (IBS 97%, control 96%) and TNF-308 G
(IBS 974, control 96%). With respect to genotypes, the
highest frequencies were found in [L-6-174 GG, TNF-
238 G/G TNF-308 G/G in both gmoups. No siatistical
significance was detected in any polymeorphismmg howeves, a
linkape disequilibrium between the -238 and -308 SNP
between TBS and control groups was found (p<0.0001),
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Comparisons were performed betwesn subgroups that
included: patients only with IBS, with IBS and Blastocystis,
only with Blastocystis ar Do jragilis and without IBS,
Blastocystis or D fragilis va. IL-6 and THF-« paly-
morphisms and are summarized in Table 3. Mo significant
associations were observed in the subgmups,

Discussion

In our knowledge, there are no frequency data of
Blastocystis and/or 0. fragilis chtained by PCR in Latin
American patients, In a previous study perfommed by
copropamsitological studies, Blastocystiy, Endolimax nana
and E histolytica/E. dispar were found in 16%, 9% and 3%
of the IBS cases, respectively (Ramnirez-Mirands et al
2010), indicating that Blavfocystis is the parasite found with

higher prevalence, Reganding the importance of identifying
Blastocystis, Spiegel and colleagues (2010) discuss the lack
of need for ova and parasite examinations in patients with
aymptoma of disrrhoca-predominant 1BS, bocause of low
prevalence and/or low technical semsitivity. However, in the
present paper, Blastocystis was found in 31% of Mexican
IBS patients, indicating that Spiegel's line of thought should
not be followed particularly in endemic arcas and when
modem and sensitive techniques are available,

The fact that more males wer: enrolled suggests that this
gender is more susceptible to infection by D. fragilis, as
occurs in some buman populations infected with E
histodvtica and Schivtosoma haematobivm (Shamswezaman
and Hashiguchi 2002, Agnew-Blai etal. 2010). The averape
age of IBS patients (472 14) in the study was higher than the
median age of the Mexican population (26 yeads, INBGI
20100 A similar value was cbiained by Schmulson and
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Table 2 Allele and genotype

frequencies of TL-6 and TNF-x IBS group (#=36)  Conkol group (n=42)  pvalu®  OR (95% C)*
promoter ai =174, -238 and 308
positions, respactively Allales AF (%) AF (%)
116 1T4{G3) 3.1 .0 038 165 (0. 47-6.0)
TL-6-174{C) 69 1.0 061 (017211
THF-238(G) 973 %.5 078 130 (0,17-11.4%
THE-Z3%A) 27 15 0.77 (0.09-5.55)
THF-308(G) 973 %.5 07h 130 (0,17-11. 49
THE-308{A) 27 35 0.77 (0.00-5.85)
Genotypes GF* (%) GF (%)
TL-6-1T4{GIG) 6.1 7.0 (kT 1.74 (0.46-6.84)
TL-6- ITHCAC) 0 0 NDF ND
TLe6- ITH{GVC) 139 =0 036 057 (L1517
THF-238GIG) 045 8.0 077 131 {0,16-12.05)
"Mantel- Haenszel tost THF-238AJA) 0 o D ND
*Odds mtio (95% confidence  TNR.23IRAMG) 54 7.0 077 076 (D.08-6.08)
foawa) THF-308(G/G) 946 B0 077 131 (0, 16-12.05)
“Alleds Smgemecy TNF-308A/A) 0 0 ND ND
mﬁ""""" Tenquancy THF-308(A/G) 54 7.0 a7r 0.76 (0,086 08)

colleagues (20100, also in Mexican IBD patients (37 £9 years)
suggesting that pathogenicity of Blastocystiy increases with
age since this pamsite has been detected in children without
IBD (Rodriguez et al. 2008),

Two independent studies performed in a Danish population
showed that Blagtocyetiy had an association with IBS, but not
with any particular ST, similar to the present study
(Stersvold et al. 2009b) In Pakistani IBS patients, an
association with Blastocysiiy was identified by microscopy
(Yikoob et al, 2004} and was confimed in a subsequent
repoit using PCR techniques that showed a higher Fequency
of Blasocystiz than D fragilis in IBS patients (Yakoob et al,

20110a). The association of Flstocystis and IBS in Mexican
patients supports its pathogenic role In the present study,
Blastocystiy ST1 and ST3 were common in [BS and contrel
groups, a8 was co-infection of these two ST, as compared to
other mports that describe mostly single ST infections
(Yoshilawa et al, 2004a, by Yan et al, 2006; Li et al. 2007,
b; Yakoob et al, 2010b), indicating that ST1 and ST3 are
very comimon in our environment ar that they are tmnsmitted
together (Woshikawa et al. 2004s; Yakoob et al. 20110b) since
these two are shared in humans (Stensvold et al 2009, ¢),

Two relevant cytokine gene polymarphisms were eval-
uated, because it has been seen that SNPs in the promoter

Tahle 3 Search of asmocstions

betwesn IR, alleles and Subgronp  Relaionship Allglas pvale®  OR (95% CO*
1 IBS and Blasireyatic carrer (n=14) vs L&1T4C) 059 26 (0.22-31.38)
o TBS and Blastosyativ camer (n=6) THE-2I8(A) 000 (0,0-35.85)
TNF-308(A)  1.000 {0.0-36.85)
2 Mo TBS and Blasicystiv carier (a=6) vs L&1740 0609 054 (0.08-4.37)
0 [BE and no Blavtocystis carmar (n=34) THF-238(A) L. 004 {0,000}
TNF-308(A) 1000 {0.0-0,0)
3 Blastocystis carmier (#=20) v no M&1THC) 0755 085 (0.23-3.45)
Blastocyris carrier {n=58) THE-Z38(A) L1000 134 (0.13-3257)
TNF-38(A) L1000 L34 (0133237
4 IBS (n=36) v& no IBS (n=42) WE-1THE 0588 161 (0.46-5.85)
TNE-B8(A) L0 130 (0.17-104%
TNF-308(A) L1000 130 (0.17-11.4%
"Fisher's exact test, iwo @il 5 Dianimsmosha carrer (r=13) v& no ILE-1T4{C) LOD0 124 (0.24-8.60)
*Odds ratio (95% confidence Diemireoabs camier (n=65) THE-Z8(A)  0.5%0 143 (0.03-1534)
e vl TNF-308(A) 050 143 (0.03-1534)
“hfsntel Haensrel st

64



Farssitol Res

region of IL-6 at position <174 influence the degree of IL-6
expression (Fishman <t al, 1998), while that SNPs for TNF-
ot ot -238 and -308 are associated to chronic inflammatory
states (Melk et al. 2003). In general, cur data of allelic
frequency for IL-6 and TNF-x gene polymoiphisms are in
accomdance with other studiss performed with Mexican
patients (Fajardo-Diolei et al, 2006; Mendoza-Carrera et al.
2010} and, remarkably, in IBS Dutch (van der Veek et al,
2005) and IBS lranien patients (Badkhordari et al. 2010z)
also. Furthermore, we did not find evidence for a
contribution of these SNPs in the susceptibility to IBS a8
was repoited for Dutch and Iranian patients; however no
sub-grouping was peformed in these studies, and the
presence of pamsites and other pathogen: was not assessed
(van der Vesk et al. 2005 Barkhordsri et al. 2000a).
Interestingly, we found linkage disequilibrium for TNF-o
SNPs -238 and -308 that has not been previously reparted
for Mexican individuals, although there are some papems
regarding this genetic feature in other populations and
diseases (Heesen et al. 2003 Stayoussef e al. 20100, A
familial aggregation in IBS was studied by Saito and
colleagues (2010) who found that was stonger i brothers
compared with sisters and in sons compred with daugh-
ters, suppoiting a recessive or X-linked basis for its
tranamission although, as the authom state, a shared
household environmental exposure could be the underlying
cause of IBS, In the present study, the small number of
patients and the lack of familiar groups might have
restricted the ability to find genetic associations,

The clinical and molecular appmaches undertaken for
the firat time in Latin American [BS patients demonstrated
an association with Biastocystiy that supports a pathogenic
rale of this parasite in 1BS. Furthermore co-<infections with
STI and ST3 wers frequent; thus, the genetic diversity
proposad within ST does not rule out that particular strains
might be associated with disease. In addition, a retmspec-
tve study of medical reconds performed by ow group
showed a tendency of association to disrhoea in patients
with 1BS and Blastocystis (Ramirez-Minnda et al. 2010),
The lack of association between [L-6 mnd TNF-o gene
polyiplisms (o IBS susceptibility allows us o sugpest
that the presence of a pathogen such as Blavtocystis may
have an important role in IBS by enhancing some inherent
symptoms of this syndrome, since IBS s a oultifactorial
disorder and ather factors, such as the genetic predisposi-
ton of some pro-inflammatory cytokines, may be unlikely
to play an important role for this disease
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Sindrome de intestino irritable: frecuencia y
relacion filogenética de Blastocystis sp. de
pacientes mexicanos
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m Fesumen m Abefract

Introducclin: Estudics re- ! ::“:h"::“ Introducrion: Recent stin- ! :"m"::;“ﬂ
clemies  basados la | I“h::m'_ bl dles  reported  (ncreased |

frecuente presencla de Blos- ! s - presence of Blostocysils | Symcienine: (1),
tocystis sp. en paclentes con | P Sihirim Sduiehen in patlents with Irritable | PeT=sites, Blasto-
sindrome de intestino frri- | S¥sts 8p., Méxica. Bowel Syndrome (IBS) and | CY8tis sp, Mexico.

table [3II), han permiiido an elologic wle has been
proponer a esie parasiio como posible responsable propaosed. The pathogenic role of Blastocystls (s
del SI. El papel patdgeno de Blastocystls ain es corEtroversial, because it 15 freguently found not
controversial, ya que se ke identifica en personas onfy (n individoals with enteric sympoms but
asintomdtcas y aparemtemente saludables. La alsa in healthy and asympmomatic subjects. Fur-
blastocistosis en México ha sido pooo estudiada. thermore, there are few studies of Blastocistosis
Objettvo: [dentificar 1a presencia de Blastocysies sp. in Mexico,

en packentes con 511, wtilizando técnicas de biolo- Obrfective: T assess the freguency of Blastocysis sp.
gia molecular y describir su relacién filogendtica in IBS patients nsing molecular technigues and to
con secuencias de ofros paises. describe itz phylogenstic relmtionship with sequences
Métodos: Se rechitaron paclentes con SII con base of other countries.

en los criterios de Roma OL En todos los partd- Merhixis: IBS pafienis acconding to Bome I cri-
cipantes s realizaron colonoscopias, andlisis co- teria were enmlled. In all pafients evalnations (n-

proparasitoscopions, coprocultive ¥ escrutinio cluded: colonosmopies, copropamstosoplc Sudtes,

Comre spondencla; Dr, Fablo Maravilla. Direccién de Imvestigackin, México D. F C.F. 14080, ké1loo, Teléfono: 5526 4228. Carmeo eleciminioo:
maravillap @yahoo.com.

03750906/ - see froni matber ® 3011 Asodaclto Mexkcana de Casiroentemlogla. Pubbicadn por Elsevier Méxion. Todos los demchos reservados.
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para la detecclon de Rewviros/Adenovirus. La
\dentificackin Blastocystis sp se realizd por PCR y
spcuenclacion,

Resultados: Se estudiaron 11 hombres y 51 muje-
res con una media de edad de 456 + 157 anos.
EL 86% de los paclentes tuvo una colonoscopla
normal, 8% presentaron polipos v 6% enfermedad
diverticular. Blastocystts sp. fue Idemificado en
25% de los paricipantes (todos con colonoscopia
normal] ¥ solo dos paclentes ivieron Endofimay
nana ¥ Entomosba Ristobetio/E, dispar respect-
vamenie. El andlists filogenético mosird gue la
mayoria de las secuenclas mexicanas se agrupa-
Ton en un chister jJunio con secuenclas de Japon y
de Dinamarca. Asimismo, dod secuenclas de nues-
tros pacientes con 51 se ublcaron en otro clhiser
cercano.

Conclusiones: Blastocystis sp. fue ldentificado en
25% delos pactentes con 511, Nuestros datos apo-
yan la hipoiests de linajes clonales de esie pardsio
en el mundo,

m Nimuccion

El sindrome de imesiino irriable (S0 es una en-
fermedad funcional gastroimiesiinal que se carac-
teriza clinicamente por la asoclacion de dolar, mo-
lestla abdominal o ambos, asi como alteraclones
en el hablto de las deposiciones fecales 2 El S1l se
presenia entre 10% y 20% de los adulos v adole-
centes de todo el mundo.® ! En Méxica, 1a prevalen-
cla del 511 varia de 16% a 35.5% con un inervalo
de edad que va de los 15 a los 40 anos.**

Aungue 1a fislopawlogia del Sl permanece
Incterta, algunas publicaclones consideran gue
14 gastroenteritls infecclosa es un factor determi-
nante para desarrollar esta enfermedad,” al 1gual
quit el posible papel de los poltmorflsmos en los
promoiores de las cliocinas prolnflamatorias, ya
que sg encontraron clertos polimorfismos genstl-
ros de las tmerleucinas 1L-4, 1L-6, IL-10 y TNF-o
asoctados al desarrollo del SILY™ Oiros estndios
han asoctado la presencla de algunos parisiios al

coproculture, feral werns screening. PCR and sequen-
cing for Blastocysits sp. were also performed,
Resules: We recrted 11 maen and ST women with
a mean age of 45.6 (S0 + 15.7) years, Eigtfy-sic
percent of the [BS paltents presented a normal oo-
lonoscopy, 8% showed polyps and 6% diverttenlor
disense. Blastocystis sp. was identtfted n 25% pa-
ttents (all of them with normal colonoscapey), while
twer pratiemts had Endolimor ot and Ertamosha
histolytic/E. dispar,  respectively.  Plorlopenetic
anilysis showed that mojor sequences of Mexican
carriers clustered topetier with seguences of pand-
sites from Jepan and Denrnark: furthermone, tus
sequences from [BS parierds were groupad inoa sin-
e cluster

Conclustons; Hastocysts sp. was tdentifted m 25%
of the IBS pattents. Our data sepport the fopothe-
sis of conal Mnoges n distinct geogmpiteal areas
I the world

S11, enire los que destaca Blasocysits sp!™-" que es
un microorganismo de distribucion mundial cuya
privalencla en paises desarrollados de Europa o
coma Estados Unidos e de 10%, mbentras que en
paises en vias de desarrollo puede ser mayor de
80% B En México, la informacton que se tlens
sobre este parisito s Imitada, Estudios coprologl-
COS 8N ninos residentes de zonas urbanas mosira-
Fon unag prevalencla de Rlastocysis de 3% a 7% !0
mieniras que un esiudio de faciores de riesgo rea-
lizado en comerclanies de alimentos de mercados
establecidos en la delegacion de Xochimilco, Me-
xico D F., mosrd una prevalencia de 42% y una
asoclaciin esiadistica con el sexo masculing, con
hibiios deficlentes en higlene personal, aniece-
denies de parasiiosis previas ¥ de wener un fami
lar que hublese estado parastiado.™ Tres estudlos
desarrollados en mifos de comunidades rurales
y suburbamas del Estado de Guerrero {México)
mostraron frecuenclas de 61% a B1% para Bias-
tocystis "™ Se ha documemado que los estudios
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coproparastioscopicos  (CPS),  tradiclonalmente
uiilizados para el diagnosiico de Blostoopsiis sp.,
posgen una sensthilidad del s0% a 82%.° Re
cleniemente 38 describid 1a wécnica molecular de
reaccion en cadena de la pollmerasa (PCR) para
el diagnostico de Hastocystis sp.. la cual tene una
especificidad de 100% v fue capaz de detectar des-
de 32 parisitos en 200 mg de heces.” Debido al
polimorfismo genético de este pardsito, contimia
debatléndnse su o123 @xonomico, por io que se
recomienda gque se le reflera solo por su género,
como Blastocystis sp. o simplemente come Hlasto-

cystis.™

m Chialiv

Ideniificar la presencla de Blastocystls sp. en pa-
clemes con Sl milizando ©Bcnicas de Mologia
molecular y describir su relacion filogenatica can
secuencias de oiros paises,

] "'-.-{ E:LTIZ'DE

Pactenites: Previa amorizackin de las Comistones
de Etlca v de Investlgacion del Hosplial General
Dr. Manuel Gea Gonzdlez, se llevd a cabo of s
todio de febrero de 2008 a enero de 2010, en al
sarvicio de Gastroenterologia de la Consulta Ex-
lerna, en el que se Inviit a participar a hombres y
mujeres, mayores de 18 anos, que presentaran SIL
El diagnostico de 501 se hizo con base en los crite-
rios de Roma [II, los cuales establecen la presen-
cla de malestar o dolor abdominal al menos tres
dias por mes, en 1os GlHMOS 1TES Me5ses Presentan-
do dos de las slgulemes caracierisiicas: A] alivio
con 3 defecacidon; B) cambio en la frecuencia de
las deposiciones; C} cambio en la consistenclia o
forma de las heces.? Los paclentes Inieresados en
participar aceptarcn firmar una carta de consen-
tUmiento Informado y se somedleron a un estudlo
colonoscopico para eliminar la presencia de poll-
pos y otras alteraciones estructurakes que pudieran
sar responsables de 1a sinomatniogia referente. 5o
excluyoron a mujeres embarazadas, con historla
clinica o con sintomas sugerentes de diabetes me-
1tz ipo [ v 11, colios ulcerativa cronica inespeci-
fica, enfermedad de Crohn, hemorroides, sangrado
rectal ¥y pacienies con alleraciones psiquidiricas
evidentes. Se ellminaron aguellos paclentes cu-
yas muesiras fecales no fueron adecuadas para el
analisis mokecular o aguellcs paniclpantes que no

Famiae-Mmenda ME, sfal g—

hubleran aceptado realizarse los estudios colomios-
coplcos o manifesiaran su deseo de ser dados de
baja del presente estudio.

Andlists microbtoldgico v molecnlaor; Duranie
gl estndlo colonoscopico, se Wmd una muestra
de aspirado de material coldnico (heces liguidas) de
aproximadamente 10 mL en una trampa de plisu-
co estertl, la cual fue llevada al laboratorio clinioo
para su procesamienio Inmedialo. Las muesiras
del aspirado se procesaron para la idenufica-
cicn de bacterias patogenas usando & sisiema Mi-
croScan system [Slemens, Reino Unido) v la bais-
gueda riplda de Rotavirus/Adenovirus (VIKIA,
Roua-Adeno, BioMérteux, France). También se
llevaron a cabo eswdios coproparasitoscoplcos
mediante 1a wécnica de Faust para la busgueda
de otros pardsios. Una alicuota del aspirado de
aproxtmadamente 1.5 mL se conservo en congela-
clén a -20°C para su postertor analisis molecular e
Identificacion de Blastorystis sp. por PCR.

La extraccsin de DNA fecal tmal se [levo a
cabo en los primeros stete dias despues de la woma
de cada aspirado de heces. Para elbo, se uillizo el
sistema comercial Puregene™ DNA purification
system cell and tissue kit (Gentra Systems; Alema-
nia). Las exiracciones se realizaron de acuerdo a
las especificactones del proveedor. El diagniositco
maolecular de Blastocystts se levd a cabo por medio
de un PCR utilizando los oligonuclestidos especifl-
cos disenados por Stensvold v colaboradores, = los
cuales amplifican un fragmento de 310 pares de
bases [pb] de la subunidad pequena del RNA ribo-
somal {SSUrDNA) de Blastocystts sp. Los producios
amplificados fueron visualizados en eleciroforesis
hortzomal en geles de agarosa a 1.5% y purtfica-
dos para ser analizados posteriormente mediante
su secuenclacion por un proveedor comerclal.

Andlsts egtadigtton; Se cabculd un tamano de
muesira de 62 participanies, utllizando el progra-
ma Primer of Blostiatistics,* considerando gue es un
estudio descripuivo para determinar Ia prevalencia
de un evento en salud, con una frecuencla espara-
da de 50% de poriadores de Blastocystis, 95% de
potencla de prueba y un ermar de 10%. Se wmilizd
esladistica descripiiva expresada en porcentale,
media ¥ desviacidn estindar (DE). El andlisis fi-
logeneiico se construyo a pariir de un algoriimao
de Nefghbor-fotning (agrupamiento de secuenclas
mas cercanas), realizado con ef programa Mega
version 4.0 Para oste andlisls, iambién se inclo-

yeron secuenclas de Blogtocystis sp. de portadores
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mexicanas sio Sl {controles), asi como de 43 se-
cuencias de la SSUrDNA de Blastocystis, obienidas
del CenBank (www.ncbl.nlm. nih.gov/pubmed/] de
otras partes del mundo, cuyos mimeros de acceso
¥ origen se muestran en la Tabla 1. Como grupo
externo se utlllzo una secuencla de Proferomonas.

m Hesdlsde

Se tncorporaron 62 pacienes con S11: 11 hombres
v 51 mueres cuya media de edad fue 45.6 + 157
anos. El estudio colonoscopico reveld que cinco
(8%) presemiaron polipos, cuamo [(6%) (uwieron
enfermedad diverticular y los 56 restames (B6%)
mvleron resuliados en parimerros normales. Res-
pecto a los subtipos clinicos del 5117 se dennfico
gue & mas frecuente fue el ascclado a estrenimienio
(4%), sepmido de diarmea (24%) ¥ el mixwo {12%).
Las muesiras del aspirado para la tdemttfica-
clan de bactertas mostraron que Escherichio coli
fue 1a bacterla mas frecusnte, segulda de Kieb-
stelln prewmaniae ¥ Profens spe sin embargo, se
identifico un casoe con Salmonelle parotypid A La
busgueda rapida de Rotavirus/Adenovirus no de-
tecto ningun caso con estas lnfecciones. Loz ez~
(udtos coproparasiioscopioos medianee la iéonica
de Faust mostrarcn un portador con Entamoeba
hustolytica/E. dispary a otro con Endolimax nana

El anilisls de PCR mosito que 16 {25%] fueron
portadores de Blastocystis. Todos los portadores de
Blastocystis presentaron colonoscoplas normales.
En la Figura 1 se resumen los hallazgos microbio-
Iogicos de los 62 pactentes. En todas las muestras
postiivas por PCR para Blestocystis sp. se obtuvo
una banda tinica de 310 pares de bases (Figura 2).
El andlisis filogenatico mosiro la formacion da ste-
te conglomerados o chisieres, en los gue Ia mayo-
ria de las secuencilas mexicanas, se CONCRTUTATCN
en un chister, el cual ambién inegro a parasios
de Japon, MMnamarca y algunas secuencias cuyo
origen no fue documentado, con 1as cuales hubo
una idenidad ~97%. Solo dos secuenclas de pa-
clentes con SII se congregaron en otro chister cer-
candg, ¢l cual no agrupd secuencias de oiros paises.
El resto de 1as secuencias se agruparon en los omros
cinco chisteres (Figura 3).

m [lspisiin

Nuesiro rabajo demuesira que Blastocystis sp. fue
identificado en 25% de los paclentes con 51 estu-
diados y fue el parasiic mas [recueniemeanis on-
comrado en nuesira serte.

En el preseme wrabajo se IMCoTporaron pa-
clemes con SI en proporcion de 501 a favor de
las muperes, con un predominlo en el subtipo con

I Tabla 1. Nomero de acceso del Genflank de 43 secmencas de ke S5UrTNA da Bastncyshiy usadas en ks reconstruccion flogenétics y pals da origen del

sislamenin
Mo, ACCesn Pais M. ACceso Pats N ACceso Pals
ARNTIA59] N0 documen@de ARIGEZ391 Japdm A SR No documeniado
ABNIFISTE] No documentado ABD91240.1 Japdm AYSOEO7 L o documen@ado
ARIPTARA.1 No documenadn ABD91241.1 Japdm AYSS0106.1 o documeniado
ABOPIGETL N0 documentado AF1D84252 Japdm AYSO009 No documentado
ABRITORER1 ‘No documeneadn AF1D8A26.2 Japém AYSARIIT No dorumentado
ARBTG5 N0 documentado AFI0B427.1 Shupapur. AYGELEZAS.1 Tallandia
ARITOa50.1 o documeniado AFA3ETREZ 2 Tailandia AYE]BI66T Tallandia
ARDFOGE11 Mo documenado AFS3E34A1 Tallandia I366343.1 China
ARTDARE1 No documentado AMI117938.1 Dinamarca EFOPGE721 China
ABM9I233] Japdn AMIIBIFE Dinamarca EF46B654.1 Chtna
ABIDIZ34] Japcn AMIT1EO7D] Dinamarca ELID82109.] Chima
ABD12351 Japon AYZLAR19.1 Alemanla FERIGG30. 1 Cchina
ABMSI236.1 Japon AYZAA630.1 Alemanla U5EE511 N0 documeniado
ABDULIFTL Japdn A¥244621.1 laptm
ARBDGIZIED Japin AYS90E05,1 Mo documentado
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= Figura 1. Frecusncia da los microonganismos idervificedos en les pa-
ciantas con Sl. De @quierdas a derecha ss musstran primer be pardsios
idertificades, saguides de las bactarias
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estrefiimlemo. Un estudio multcénirico reclente
realizado en México enconird una proporcidn de
mujeres ¥ hombres con 51 de 3:1, con predominio
del subtipo mixto seguido del estrefimiento.’ La
mayoria de los estudios sobre 1a epidemiclogia del
SII muestran que existe un predominio del géne-
ro femenino.® Es probable gue la alta frecuencla
de muyjeres en nuesiro estudio se haya visto incre-
mentada no s6lo por factores intrinsecos de este
gindrome, sno tamblén a Brores sococulirales,
como lo han descrito otros traba)os, los que
muestran gue los hombres pueden ser menocs par-
ticipativos, particnlarmente en estudios donde se
lleven a cabo procedimisntos colonoscdploos.
En nuesiro estudio tamblén se encontrd gue
la mayoria de las colonoscopias fueron normales,
Io cual estd acorde a lo encontrado por Chen y
colaboradores,” quienes estudiaron a 99 indivi-
dues sanos portadores de Blostocys#is, cuya media
de edad fue 57.2 + 10.3 aflos v en los que enoontra-
ron que 17% tovieron palipos ¥ 2% diverticalos.
Aunguoe algunos articulos seflalan a Hlastocys-
tis como respomsable del SILY2# =y papel patd-
geno ain contimia en debate*=30 Un estudio de
casos v controles desarrollado em paclenies pa-
quistanies con 50 demostrd una asoclacin signi-
ficativa entre la presencia de Blasfocystis gp. v el
desarrollo deeste sindrome (p = 0.001). Los inves-
tgadores, utilizando exdmenes CPS, detectaron

Aamirez-Mirarda ME, &f 5.

™ Figura 2. Negatim daun gel da agames a 1.5%, tafido con bromura
de alidioy wisuslzado con luz UV, En l primer camil 5 obeanvan los pa-
08 moleculares da 100 pares da basse [pb) cada uma, La flacha muestra
les amplicones diagndstices de Blasiocysis go. da 310 pben ke distinks
carriles del gel.

pb
'
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Blagocystis en 1as heces de 32% de los paclentes
con S0 y sdlo 7% de los comtroles.® Un estodio
reciente de muestro grupo, realizado en pacientes
con 1L idenmtificd mediante CPS al Flastocysts sp.
como el pardsito mds frecuente, seguido por En-
dolimax nana y Entamoeba Ristolytic/E. dispor
(16%, 9% y 3%, respectivamente); ademas, Blas-
tocystis mostrd una tendencla de asoclactén con
diarrea (p = 0.053; razdn de momios 2.73).* En al
presente trabajo, en el que utilizamos andlisis de
PCR, enconiramos una mayor frecuencia de Blos-
focystis 55 que en nuestro estudio previo debido
probablemente a la alia sensibilidad de la técnica.
Todos los portadores de Hosocystis sp. recibleron
tratamlento farmacoldgico con base en la premisa
de que 51 existe un agente potencialmente patdge-
no conira el que hay firmacos eficlentes y seguros
debe ser tratado, ¥y a que el tratamiento ha sido
recomendado aquellos portadores de este mi-
CroOrganismo gue presenten sintomas;™ aungua
el objetivo del presente rabajo no inchiyd dar se-

puimient a los enfermos, ples esto o5 parte de la
rutina hospiialaria.
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Bindromea de intsstino miable: frecuencia y rel ecidn filogenética de Blsstocyslis sp. de pacientes mescanas -

= Figura 3. Arbel filegensiticn conetruido con un algoritmo de Naightorjsiing, con sscuencias de Blastocysti sp, e pacientes maxicancs can 5l (sindm-
) y sin 5 jconinoles) y de otras partss dal mundo, 5a identifican sisie chistarss en colorees en azul 88 obesra i mayorfa da les sscusncias mexicanss y

an e dos ascusnciss da pacientss mexicanos con 51
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El andlisls microblologieo mostrd gue todas
las bacterias pertenecian a la flora intestinal, a ex-
cepeldn la un caso con Salmonefa pamiyphi A el
cual recibds tratamiento farmacoldglcn ed hoc. No
se ldentficaron adencvirus o rotavirus

Rodriguez y colaboradores® encontraron una
prevalencia de Blagfocystis mayor de 60% en ni-
fos de zonas rurales, vy discutleron que al encon-
trarse las parasitosls o0 constante transicldn de-
bido a la introduccién de me)oras en los serviclos

314

LT o Frirsicymaats

santarios, la movilizacion de individuos, los cam
bios en los hidbitos highénico-dietético y las relacio-
nes roondticas, que ha favorecido 1a presencla de
OT0s OIgANISMOs COMO NUevos patdgenos para el
hombre desplazando a otros, como puedeser el ca-
50 de Blasorpstis,

Un hallazgo relevante del presente trabajo fue
gue la mayoria de las secuenclas de Blostocysils
50, de portadores mexicanos se agrUparcn en un
solo clister del drbol filogenético con algunas
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secuenclas de parasitos de fapon, Dinamarca y de
un arigen no documentado, forialeciendo 1a hipo-
tesis de que exisien varios genatipos o un compleio
de linajes clenales de Blastocystis sp. que explica-
ria las diferenclas en la prevalencia y patogenicl-
dad observadas en diferentes dreas geogrdficas. 2=
Ademis, 1a presencia de dos secuencias de parasl-
1oz exclusivamente en pacientes con SII, también
suglere la presencla de genotipos aUOCION0S PoLen-
clalments patdgenos, los cuales por distintos proce-
s0s evolurlvos camblaron v se filaton localmenie.®

51 hien en el presente articulo, se inchuyd una
serie de casos con SIl gue feeron estudiados con
técnicas convencionales para klentificar organis-
mos patdgencs cuyo desempeno cumple con las
normas de calidad que exige la Secretaria de Salod
de México, presenta algunas deficienclas como el
N0 contar con un grupo control y no aplicar la ee-
nica de PCR para la deteccion de oiros pardsiios.
Por ello, conslderamos Importanie que se lleven
a cabo esindios de casos vy controles, @ idealmen-
te de causalidad, en los que se Incluyan aspecios
clinicos soportados por wenicas moleculares para
esclarecer el papel patdgeno de Blostocystis
nuestro pais, Rodriguez y calaboradores™ propo-
nen que sl contimia incrementindose la frecuencla
de esie micreorganismo y no 52 establecen meca-
nismos dirigidos hacla su control, se corre el riespgo
de que la blastoctstosls defe de ser un problema
indtvidual de salud para convertirse en un proble-
ma de salud publica.

m Conchsion

Blastocystis sp. fue Identificado em 25% de los pa-
clemes con 51 estudlados. Muesmos dalos apoyan
la hipdtesis de linaes clonales en este pardsiio
en disttntas regiones del mundo; es declr, gue
hay muchos parasitos gensticamente iénticos en
distimas partes del mundo, aungue por Procesos
evolutlvos se podrian encontrat eveniualmente
poblaciones audcionas.
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