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RESUMEN

En México la amibiasis es una enfermedad endémica, y forma parte de las 20 causas
mas frecuentes de enfermedad en nuestro pais, considerandose un problema de salud
publica. Morelos es uno de los estados de México que muestran el mayor numero de casos
nuevos de amibiasis, en donde existe una alta prevalencia de la infeccion por
Entamoeba histolytica y/o Entamoeba dispar en la poblacion rural. El objetivo de este estudio
fue determinar la prevalencia y la dinamica de la infeccién por E. histolytica y/o E. dispar en
una poblacién escolar de Tlaltizapan, Morelos. Se estudiaron a nifios escolares de 3
escuelas, en dicha poblacion, el total de individuos estudiados fue de 309 estudiantes y sus
familiares, a quienes se les determiné la presencia de parasitosis intestinal mediante analisis
microscoépico en muestras de heces frescas, obteniendo 72 muestras positivas para parasitos
en general. La caracterizacion molecular se realizé por PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa), utilizando marcadores especie especificos altamente polimérficos de regiones
intergénicas no codificantes asociadas a los RNA de transferencia, tanto en E. histolytica
como de E. dispar. Los amplificados obtenidos fueron secuenciados y analizados para
establecer los patrones de trasmision de las especies de Entamoeba en los escolares y sus
familiares cercarnos. Se obtuvieron 8 distintos genotipos en los aislados obtenidos de la

especie E. dispar con el marcador molecular NKD3-D5.

En ninguno de los casos en los que se identifico parasitosis intestinal se documento el
desarrollo de un proceso invasor. El genotipo 1 fue el mas frecuente, el cual corresponde a la
cepa de referencia E. dispar SAW760 considerada no patogena, siendo esto un impedimento
para establecer la fuente de infeccidn original ya que dicha especie se encuentra diseminada

en toda el area estudiada.



ABSTRACT

In Mexico amoebiasis is endemic, and is part of the 20 most common causes of iliness
in our country, and remains a public health problem in Mexico. Morelos is one of the states in
Mexico which has a largest number of new cases of amoebiasis, there is a high prevalence of
infection with Entamoeba histolytica and/or Entamoeba dispar in rural population. The aim of
this study was to determine the prevalence and dynamics of infection by E. histolytica and/or
E. dispar in a school population of Tlaltizapan, Morelos. Schoolchildren were studied from 3
schools, from this population; the total number of individuals studied was 309 students and
their families, in order to detect the presence of intestinal parasites a microscopic analysis
was performed in fresh stool samples, obtaining 72 samples positive for parasites in general.
Molecular characterization was carried out by PCR (Polymerase Chain reaction) in the
positive samples, using species-specific primers for E. histolytica and E. dispar to amplified
no-coding sequences of tRNA gene-linked short tandem repeat. The amplified fragments
were sequenced and analyzed to establish the patterns of transmission of Entamoeba
species in schoolchildren and their respective families. 8 different genotypes were obtained in

E. dispar isolates with the molecular marker NKD3-D5.

In neither case in which intestinal parasites were identified developed an invasive
process. Genotype 1 was the most frequent, which corresponds to the reference strain
E. dispar SAW760 considered nonpathogenic. This finding didn't allow us to establish the

source of the original infection, since this species is widespread throughout the study area.



INTRODUCCION

En 1997 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) acept6 la existencia de dos
especies de amibas capaces de infectar al humano; las cuales son morfolégicamente
idénticas, una de ellas no patégena E. dispar y la otra E. histolytica potencialmente patdgena,
con capacidad para invadir el intestino humano, asi como otros érganos extraintestinales [1],

ambas especies difieren en caracteristicas bioquimicas, inmunoldgicas y genéticas.

La OMS, define a la amibiasis como la infeccion ocasionada por E. histolytica y/o E.
dispar, con o sin manifestaciones clinicas [1]. Aproximadamente so6lo el 10% de los
individuos infectados con E. histolytica desarrollan sintomas clinicos asociados con patologia

intestinal y/o extraintestinal [2].

La infeccion por E. histolytica tiene un amplio rango de modalidades clinicas en el
huésped humano, las que van desde la infeccion luminal del intestino que cursa totalmente
asintomatica, hasta las formas de infeccién invasora intestinal y extraintestinal. Un gran
numero de personas colonizadas por E. histolytica o E. dispar eliminan espontaneamente la
infeccion en periodos relativamente cortos (< 3 meses), algunos otros pueden ser portadores
persistentes de la infeccion y permanecer infectados por largo tiempo excretando quistes en

las heces hasta por 2 afos [3].

En México la amibiasis es una enfermedad endémica. Datos obtenidos en una
encuesta seroepidemioldgica a nivel nacional sefalan que alrededor del 8.41% de la
poblacién posee anticuerpos séricos anti-amibianos, lo cual se relaciona con el alto grado de
exposicidon de la poblacidn mexicana a E. histolytica y/o E. dispar [4]. De hecho, la amibiasis
forma parte de las 20 causas mas frecuentes de enfermedad en nuestro pais ocupando
anualmente entre el 5° y el 7° sitio en dicha lista, considerandose un problema de salud
publica. Los grupos etarios mas frecuentemente afectados son los escolares menores de 15
anos, con una franca elevacion en los valores en nifios entre los 5-14 afos, donde factores
de riesgos ambientales, socioecondmicos y demograficos incrementan la transmision de la

infeccion [5].



En los estados de la Republica Mexicana que muestran el mayor numero de casos
nuevos de amibiasis estan: Chiapas, Estado de México, Oaxaca, Veracruz, Guerrero,
Hidalgo, Tabasco, Yucatan y Morelos. En éste ultimo, nuestro grupo ha realizado estudios
multidisciplinarios encaminados a evaluar la prevalencia de infeccion por E. histolytica y/o E.
dispar y la morbilidad debida a E. histolytica en poblacion rural. Para ello se han utilizado
herramientas moleculares para la caracterizacion de las especies de Entamoeba
mencionadas, los resultados obtenidos de la evaluacién de la prevalencia de infeccion en
poblacién rural del sur del estado de Morelos son: 11.4% de E. histolytica, 7.2% de individuos

infectados por E. dispar y 2.4% para ambas especies [6].

Los estudios epidemioldgicos realizados en areas endémicas de nuestro pais,
utilizando marcadores genéticos especie especificos han demostrado que sélo el 10% de los
individuos infectados por la especie E. histolytica desarrollan la enfermedad, ya sea intestinal
o extraintestinal. E. histolytica es un parasito extraordinariamente complejo desde el punto de
vista genético, ya que esta especie potencialmente patégena muestra diferencias en su
capacidad de producir enfermedad, las cuales pudieran estar relacionadas con la variabilidad
genética de la propia especie. Sabemos que tanto E. histolytica como E. dispar son especies
muy polimérficas, tanto en regiones codificadoras del DNA como en regiones no
codificadoras. Este polimorfismo se ha utilizado como herramienta para estudiar la
epidemiologia molecular de ambas especies en diferentes regiones endémicas del mundo,
intentando relacionar los genotipos de este parasito con las formas clinicas de la amibiasis
[7,8]; lo cual, aunque existen algunos datos sugerentes de dicha asociacién aun no se
encuentran marcadores polimorficos relacionados con la virulencia de las cepas de E.

histolytica.

La diferenciacion de E. histolytica y E. dispar, a través de la caracterizacion molecular
en la ultima década del siglo XX, [9] obliga a re-evaluar la epidemiologia de la amibiasis en
términos de prevalencia y morbilidad de la infeccion en la poblacion mundial, en particular en

aquellas regiones geograficas con un alto nivel endémico.

Como se menciond anteriormente, en el estado de Morelos existe una elevada

frecuencia de infeccion por E. histolytica y E. dispar en poblacion rural. Sin embargo, en
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estudios previos no se ha encontrado una relacion entre la frecuencia de infeccion y la

morbilidad por amibiasis [10].

Un aspecto no abordado hasta el momento, es el analisis de la dinamica de la
infeccion en la poblacion escolar, especificamente se desconocen los mecanismos de
transmision de dichas especies de Entamoeba en la comunidad. Asimismo, se ha
mencionado con anterioridad la posible existencia de transmisién intrafamiliar como uno de
los factores mas importantes en la frecuencia de infecciones parasitarias intestinales en los
menores de 15 afos, en donde las condiciones sociodemogréficas, tanto familiares como a
nivel escolar puedan estar involucradas en la transmision de las infecciones parasitarias
intestinales en particular de la infeccion por E. histolytica y/o E. dispar. Tratando de abordar
estos puntos, el presente estudio pretendié establecer la dinamica de la infeccion por estas
amibas, al caracterizar la especie infectante en una poblacion escolar en el municipio de
Tlaltizapan, en el estado de Morelos, utilizando biologia molecular y herramientas de

genética de poblaciones.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar la dinamica de la infeccién por E. histolytica y E. dispar en una poblacion
escolar en el municipio de Tlaltizapan del estado de Morelos, y determinar los mecanismos
de transmision de ambas especies, a través de la identificacion de los genotipos de los

aislados obtenidos en los escolares, asi como en sus familiares mas cercanos (convivientes).



OBJETIVOS PARTICULARES

. Determinar la prevalencia de infeccién por E. histolytica y E. dispar en la poblacion

escolar de Tlaltizapan, Morelos.

. Identificar el patrén de infeccién, re-infeccion y morbilidad en la poblacion estudiada.

. Analizar el polimorfismo de las especies infectantes, tanto en los casos indice como

en sus familiares mas cercanos (convivientes).

. Reconstruccion filogenética de las secuencias obtenidas de los productos de PCR

para E. histolytica y E. dispar.



ANTECEDENTES

En 1925 Brumpt basado en evidencias clinicas y epidemiologicas propuso la
existencia de 2 tipos de amiba, una de las cuales era patégena y la otra no, debido a que la
infeccion podia cursar de manera asintomatica en algunas personas y en otras el paciente
cursaba con signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad, como podria ser la
amibiasis intestinal y extraintestinal. Sin embargo, tal hecho fue rechazado por la comunidad
cientifica de esa época [11]. Con el paso del tiempo y la obtencion de informacién procedente
de la investigacion en torno a la amibiasis, en 1993 Clark y Diamond con base en evidencia
bioquimica, inmunoldgica y genética, vuelven a postular que la hipotesis de Brumpt sobre la
existencia de dos tipos de amibas morfolégicamente indistinguibles era real y se trataba en
realidad de especies distintas: E. histolytica, agente causal de la amibiasis (especie
patégena) y E. dispar, parasito comensal del tubo digestivo (especie no patdgena) [11]. Este
hecho, permitié que la comunidad cientifica adoptara a E. dispar como una especie distinta,
pero morfolégicamente idéntica a E. histolytica, lo cual fue aceptado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en 1997 [1].

La amibiasis es una infeccién ocasionada por E. histolytica y/o E. dispar que no
produce sintomas en el 90% de los individuos infectados [1]. La amibiasis es una de las
infecciones parasitarias con una distribucién cosmopolita presente en regiones tropicales y
en paises en vias de desarrollo como América Latina, Africa y Asia. A esta infeccién
parasitaria se le considera la cuarta causa de mortalidad a nivel mundial por infeccidén
parasitaria después de la malaria, tripanosomiasis y leishmaniosis, asi como la tercera causa
de morbilidad después de la malaria y tricomoniasis [12]. Los principales factores de riesgo
para contraer esta infeccidén varian de acuerdo a la zona geografica que se trate. En paises
desarrollados esta infeccidn se limita en gran medida a determinados grupos de la poblacién,
como son los inmigrantes que provienen de paises en vias de desarrollo, individuos que han
viajado a zonas endémicas, pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia
humana, residentes de una institucién psiquiatrica o individuos masculinos que tienen sexo

con su mismo geénero.



En paises en vias de desarrollo la infeccidn es atribuida a diversos factores como son:
los habitos culturales, la edad, el hacinamiento, el estatus socioecondmico, los niveles de

sanidad, asi como las inadecuadas practicas higiénicas de la poblacion [13,14].

E. histolytica infecta al 10% de la poblacién mundial y se estima que son 50 millones
de personas que desarrollan amibiasis invasiva, lo que resulta entre 40,000 y 100,000
muertes debido a alguna complicacion en la enfermedad. Sin embargo, el valor de la
prevalencia en la amibiasis podria estar sobreestimada, ya que dichos valores son previos a

la re-descripcion de las dos especies (E. histolytica y E. dispar) [14,15].

El unico huésped natural conocido de E. histolytica es el ser humano. E. histolytica es
un parasito que tiene un ciclo biolégico muy sencillo, constituido por una forma quistica que
ademas de ser una forma de resistencia del parasito, es la forma infectante. La cual, es una
estructura circular alrededor de 10 a 16 micrémetros de diametro, con cuatro nucleos visibles
en la madurez del quiste. La viabilidad de los quistes en condiciones apropiadas de humedad
puede durar varias semanas y estar disponibles para un nuevo huésped susceptible. Hay
que subrayar que mas del 90% de las infecciones tienen un curso asintomatico y con
frecuencia se auto-limita en diferentes periodos de tiempo [16,17]. El trofozoito es la forma
movil del parasito con capacidad de colonizar y en algunos casos invadir la mucosa intestinal
u otros 6rganos extraintestinales del huésped. El ciclo de vida y ambas formas del parasito
se muestran en la Figura 1. La infeccion ocurre por ingerir agua y/o alimentos contaminados
con quistes del parasito, que a su paso por el intestino se desenquistan y colonizan la

mucosa intestinal del colon [18].






La amibiasis intestinal es basicamente una enfermedad aguda, donde el sintoma mas
frecuente es el dolor abdominal (célicos) y la presencia de diarrea con moco y/o sangre, o un
sindrome disentérico claro, sin embargo, la fiebre y otros sintomas sistémicos son poco
frecuentes. Las formas graves de amibiasis invasiva se pueden observar en los nifios
pequefios (<5 afos), mujeres embarazadas, personas mayores, en particular aquellos con
enfermedades cronicas como la diabetes mellitus y en personas que estan bajo tratamiento
con farmacos inmuno-supresores o con trastornos de inmunodeficiencia.Las formas graves
de la amibiasis son ameboma del colon, colitis necrotizante fulminante y megacolon-téxico
[15].

La amibiasis se sigue considerando como una de las principales causas de mortalidad
y morbilidad en el humano a nivel mundial [12,19]. En México, de acuerdo a un estudio
seroepidemioldgico, se encontrd6 que el 8.41% de la poblacidon tiene anticuerpos anti-

amibianos, lo que demuestra la alta frecuencia del parasito en nuestro medio [4].

Actualmente, se sabe que existen 2 tipos de amibas que morfolégicamente son
indistinguibles pero que por métodos bioquimicos, inmunoldgicos y genéticos se han
clasificado como especies diferentes: E. histolytica y E. dispar [7,20]. Ambas especies son
genéticamente diversas y de alta variabilidad para permitir el inicio de estudios de
epidemiologia molecular en diferentes areas endémicas. Los nuevos datos sobre la
epidemiologia de la amibiasis basada en la tecnologia de vanguardia sugieren que la
variabilidad genética podria ser una herramienta importante en el estudio de la distribucion
geografica de ambas especies y cepas especificas de Entamoeba, que pueden determinar
las tasas de morbilidad de las distintas formas de infeccion amibiana en diferentes areas
geograficas. Algunas variantes genéticas de E. histolytica (cepas) se han aislado de
portadores asintomaticos, pacientes con amibiasis intestinal invasiva o de muestras del
material del absceso hepatico amibiano [7,21,22]. Mientras que E. dispar se ha aislado
principalmente en muestras de heces de portadores asintomaticos, también exhibe altos
polimorfismos genéticos [7,23]. Recientemente hemos tenido algunas evidencias de
variantes genéticas de E. dispar, que se han detectado en pacientes con amibiasis invasiva,
al menos en dos paises endémicos: Brasil y México. En Brasil, E. dispar (ICB-ADO cepa) se
aislé de un paciente con colitis no disentérica, la cual se mantuvo en cultivo con su propia

flora intestinal y mostré un comportamiento patdégeno en modelos experimentales de absceso
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hepatico amibiano [24,25]; y en México, en las muestras del DNA extraido de material de
drenado de absceso hepatico de seis pacientes, donde claramente se observo la presencia
de secuencias de DNA de E. dispar [26].

La busqueda de herramientas moleculares para determinar la variacion intraespecie
de Entamoebas, se ha enfocado particularmente al estudio de genes polimérficos
codificantes y secuencias de DNA no codificantes, que se caracterizan por poseer
segmentos repetidos en tandem, los cuales han demostrado ser utiles en la identificacion de
variantes dentro de las especies E. histolytica y E. dispar [8,27]. Dentro de estos marcadores
moleculares se encuentran los genes que codifican para la quitinasa [28], y la proteina rica
en serina [29], o el gen especifico de especie [30]. Por su parte Clark y colaboradores [31]
encontraron que asociados a los genes que codifican para los RNA de transferencia se
encuentran algunos segmentos cortos repetidos en serie, que también son de utilidad en la
identificacion de variantes en E. histolytica y E. dispar. En la actualidad existen ya algunos
reportes enfocados a la busqueda de alguna asociacién entre los distintos marcadores que
permiten identificar variantes en E. histolytica y las caracteristicas de la infeccion; es decir, si
la infeccion es asintomatica o se trata de un proceso invasor intestinal o extraintestinal, lo
que desde el punto de vista epidemioldgico podria servir para definir la prevalencia de cepas

con capacidad invasora en diferentes zonas geograficas [32-34].

Posterior a la secuenciacién del genoma de E. histolytica, uno de los descubrimientos
mas impactantes fue la abundancia y organizacién de los genes para tRNA, los cuales
constituyen mas del 10% del genoma de la amiba y casi todos se encuentran organizados en
tandem con regiones intergénicas ricas en adenina y timina. Las regiones intergénicas de
estos genes contienen estructuras complejas compuestas de pequenas secuencias repetidas
en tdndem (STR, Short Tandem Repeats, por sus siglas en inglés) que varian en tamafio (7-
12 pb), aunque algunos son de mayor tamarfo (44 pb). Actualmente se esta investigando la

organizacién de estos genes en diversos aislados de E. histolytica [35].

En un estudio donde se utilizaron varios marcadores moleculares para genes de tRNA
en muestras obtenidas de pacientes asintomaticos infectados con E. histolytica,
diarrea/disenteria y absceso hepatico amibiano, se encontré6 que las diferencias en los
genotipos se basan en la variacion en los repetidos en tandem y que los genotipos que
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predominan en estos 3 grupos de pacientes, fueron significativamente diferentes entre ellos,
sugiriendo que el genotipo del parasito pudiera ser determinante en el desarrollo de la

infeccion en el humano [14,33].

Actualmente no contamos con trabajos recientes que identifiquen y caractericen las
variantes de E. histolytica y E. dispar que predominan en nuestro medio, o en nuestro pais,
para asi poder compararlas con las que se han reportado en otras partes del mundo. Por lo
cual, la finalidad de este trabajo es mostrar la prevalencia de E. histolytica y E. dispar en la
poblacién escolar de Tlaltizapan estado de Morelos y la genotipificacion de los aislados
encontrados en la comunidad, utilizando marcadores especie especificos altamente
polimorficos de las regiones intergénicas no codificantes asociadas a los RNA de

transferencia, tanto en E. histolytica como de E. dispar.
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MATERIALES Y METODOS

Diseno del estudio

Transversal descriptivo para determinar la prevalencia de infeccion y cohorte

descriptiva en la etapa de seguimiento.

Descripcion de la poblacion

El estudio se realizé en el municipio de Tlaltizapan localizado en el estado de Morelos
(Figura 2). La poblacién de estudio fue de escolares entre 5 y 14 afios de edad. El tamafio de
la muestra se calcul6 en 190 nifos, se estimo6 a partir del numero total de escolares (5,921)
en la comunidad, para una proporcion esperada de infeccion parasitaria intestinal de 15%,
nivel de confianza del 95%, precision de 5% y efecto de disefio de 1% (Epilnfo version 6)
[36]. Previa inclusion en el estudio, se les proporcioné informacién a los padres y menores
acerca del estudio y sus caracteristicas, asi como los riesgos del muestreo, se obtuvo una
carta de consentimiento informado de cada individuo en estudio. Dichos documentos fueron
aprobados por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la UNAM. La permanencia en

el estudio siempre fue voluntaria.
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Variables sociodemograficas

A todos los menores incluidos se les aplicé una encuesta con el fin de recabar las
variables sociodemograficas de importancia para la parasitosis en general y sus
antecedentes patologicos. El seguimiento de la poblacion fue durante 12 meses. Las
variables analizadas fueron las siguientes: presencia o no de fauna nociva, disposicién de
agua dentro de la casa, tipo de letrina, material de piso y consumo de agua potable o no
potable. Se analizaron también el numero de eventos diarreicos presentados durante los

ultimos 6 meses previos al estudio.

Iindice de higiene en las escuelas

Las caracteristicas de higiene en las tres escuelas incluidas en el estudio fueron
analizadas a través de la asignacion de un indice de higiene, el cual contemplé las siguientes
variables: instalaciones sanitarias, medio ambiente, condiciones de higiene de los edificios y
areas comunes, asi como el compromiso de las autoridades de la escuela sobre la
desinfeccion. Las escuelas quedaron clasificadas segun su indice de higiene como bueno,

regular y malo, para su posterior analisis en relacion al estado de parasitado o no parasitado.

indice de masa corporal

El peso corporal se expresé como la media de dos lecturas independientes, utilizando
balanzas electrénicas (Medical Escala de Medida del Sistema Seca y Co., Hamburgo,
Alemania). La estatura se midié con un estadiémetro portatil (Medical Sistema de Medicion
de Escala, Seca y Co), los valores se expresaron como la media de dos mediciones. El
indice de Masa Corporal (IMC) se calculé con la siguiente férmula: peso (kg) / [talla (m)]?. El
IMC se us6 como un indice de peso relativo de las puntuaciones z de IMC para la edad y los
percentiles se calcularon utilizando las tablas de crecimiento de acuerdo a la edad y el sexo

del Centro para el Control y la Prevencion de las enfermedades [37].
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indice de anemia

Al inicio del estudio, se determind la concentracion de hemoglobina (Hb). La muestra
de sangre se examino utilizando un analizador electronico de HemoCue (HemoCue AB,
portatil Analizador de Hb, Angelhom, Suecia). Los valores se capturaron en una base de
datos para su posterior analisis, contrastando la Hb g/dl con las curvas de nivel de la

concentracion de Hb por grupos de edad [38].

Esquema de muestreo

En la primera etapa se realiz6 un muestreo de tamizaje para determinar la prevalencia
de parasitosis intestinales en la poblacién en estudio, a partir de la cual se calculé la
correspondiente para E. histolytica y E. dispar. En una segunda etapa se llevé a cabo el
seguimiento de la poblacién utilizando para ello un esquema de muestreo polietapico con una

periodicidad de cada 4 meses.

Muestras

Se solicitaron muestras de heces de 3 dias consecutivos. La deteccion de parasitos
intestinales se hizo mediante el analisis microscépico de heces frescas previamente tefidas
con solucion de lugol (4%), posteriormente los quistes se concentraron por la técnica de
flotacion en un gradiente de sulfato de zinc [39]. Brevemente, las muestras de heces se
homogenizaron en solucion salina isotdnica (SSI) (NaCl 0.15M) y se filtraron a través de gasa
para eliminar detritos. El filtrado se centrifugd a 600 x g durante 1 minuto a temperatura
ambiente, se elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en una solucion de
ZnS0O, y se centrifugé nuevamente a 600 x g por 1 minuto. El disco de flotacién que se formé
en la parte superior de la suspensién después de la centrifugacion se separd con una pipeta
Pasteur. El material obtenido se lavé mediante centrifugacion con solucion salina 0.15 M,
recuperando siempre el sedimento hasta que el sobrenadante fue claro. Una muestra de este

ultimo sedimento se tind con yodo y se analizé microscopicamente para identificar los quistes
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presentes. La otra parte del sedimento se guardo en refrigeracion hasta su utilizacion en la
extraccion de DNA.

Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA, los quistes fueron transferidos a tubos Eppendorf de 2 ml,
lavados con SSI y resuspendidos en 300 pl de solucion de lisis (EDTA 100 mM pH 8, SDS
0.25%) [40]. Los tubos se sometieron a 5 ciclos de congelacion y descongelaciéon (etanol-
hielo seco/bafio maria a 37°C). Posteriormente, a cada tubo se le agregaron 3 pl de
proteinasa K (20 mg/ml) y se incubaron 1 hora a 55°C. Después de la digestion con
proteinasa K, el lisado se llevo a una concentracion de NaCl 0.7 My 1% de CTAB (Sigma
Chemical, Co St Louis, MO, USA). La mezcla se incubé 30 minutos a 65°C y posteriormente
se hicieron extracciones con cloroformo, fenol-cloroformo y cloroformo. EI DNA se precipitd
con etanol y se resuspendio en 50 uyl de H2O. Finalmente, el DNA se pasd por una mini

columna con Sephadex G-25 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los segmentos del DNA obtenido se amplificaron mediante PCR en mezclas de
reaccion de 20 ul con el fin de identificar y caracterizar a la especie de amiba presente. Los
iniciadores que se utilizaron fueron: DA-H5/H3 (Hsp 1-2), DA-D5/D3 (Dsp 1-2); NK-H5/H3,
NK-D5/D3; S'9°D-H5/H3, S'%*D-D5/D3; y SQ5/SQ-H3, SQ-D5/SQ-D3 (Tabla 1 y 2). Todos
ellos son marcadores moleculares especie especificos que amplifican secuencias altamente
polimorficas de regiones intergénicas asociadas a genes que codifican para el RNA de
transferencia, tanto en E. histolytica como de E. dispar, los cuales contienen estructuras
complejas compuestas por pequefas secuencias repetidas en tdndem (STR). Con estos 8
pares de iniciadores (oligonucledétidos) las condiciones de reaccién fueron: Tris-HCI 10 mM
pH 8.3, KCI 50 mM, gelatina 0.001%, MgCl, 2 mM, 0.2 mM de cada nucleétido, 0.025 U/ul de
polimerasa (Ampli Taq platinum Polymerase, Invitrogen) y 1 ul de cada iniciador a 20 uM. La
amplificacion se realiz6 en un termociclador GeneAmp PCR System 2700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) con 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C para la desnaturalizacién,
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30 segundos para el alineamiento, la temperatura dependi6 del iniciador utilizado (Tabla 1y
2) y 30 segundos a 72°C para extension. Para la amplificacion con los iniciadores se utilizo
1 ul de DNA de la muestra. En todas las amplificaciones, los 35 ciclos siempre fueron
precedidos por un ciclo de 5 minutos a 94°C vy al finalizar los 35 ciclos se dio otro ciclo de 10
minutos a 72°C. Los productos de PCR se identificaron y analizaron mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1.5% tefidos con bromuro de etidio y visualizados con luz Ultra

Violeta (UV), posteriormente se fotografiaron para tener su registro

Tabla 1. Iniciadores especie especificos para la caracterizacion molecular de

E. histolytica
Tamafio del Temperatura de
Iniciador Gen Secuencia amplificado alineamiento
(pb) )
DA-H5 (Hsp 1) | ionp | GAGTTCTCTTTTTATACTTTTATATGTT " 50
DA-H3 (Hsp 2) ATTAACAATAAAGAGGGAGGT
NK2-H5 {RNA | GAAGCGTCTTTTTTACTATTAGTG = 600 58
NK2-H3 GGCGGTATTTTTAGAATAGGATAAG
S'°AD-H5 AAATCCTGCCACTGTCGTAA 5
S™°*D-H3 tRNA | AATCCCCGTTGAAGAGTTCT =220 63
SQ5 GTGGTCTAAGGCGTGTGACT 5
SQ-H3 tRNA | GTGGGACCACTTTTTATACCTA ~ 360 55

En todas las amplificaciones, los 35 ciclos siempre fueron precedidos por un ciclo de 5 min a 94°C y al finalizar los 35 ciclos se dio otro ciclo
de 10 min a 72°C.
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Tabla 2. Iniciadores especie especificos para la caracterizacién molecular de E. dispar

Tamafio del | Temperatura de
Iniciador Gen Secuencia amplificado alineamiento

(pb) S
DA-D5 (Dsp1) RNA TTGAAGAGTTCACTTTTTATATACTATA 430 50
DA-D3 (Dsp 2) TAACAATAAAGGGGAGGG
NK-D5 {RNA GCGGAAGCGTCTTTTTTACTATTATTA ~620 58
NK-D3 GGGCGTATTTTTATATAATAAGAATAGGTGC
S™®*D-D5 AAATCCTGCCACTGTCGTAC 5
S D.D3 tRNA | AATCCCCGTTGAAGAGTTCA =240 63
SQ-D5 {RNA AGCATAGGTGTATAGGTGTTAGG ~350 55
SQ-D3 GGTGGGACCATATTTTATACTTC

En todas las amplificaciones, los 35 ciclos siempre fueron precedidos por un ciclo de 5 min a 94°C y al finalizarlos 35 ciclos se dio otro ciclo
de 10 min a 72°C.

Secuenciacion y analisis filogenético

Los productos obtenidos en la PCR fueron enviados directamente para su
secuenciacion a la Unidad de secuenciacion de la Universidad de Washington en Seattle, se
envio el producto de PCR en un volumen de 10 ul. La secuenciacién se realizé en un

secuenciador capilar (ABI-100 Avant).

Las secuencias fueron verificadas manualmente con el programa BioEdit [41]. La
identidad taxondmica se estableci6 comparando las secuencias obtenidas contra las
disponibles en el GenBank (NCBI). Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa
de software CLUSTAL X [42].

Posteriormente se realiz6 una reconstruccion filogenética utilizando el paquete

estadistico para las Ciencias Sociales (SPSS), version 17, utilizando el método de
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA).
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Diversidad genética

Con las secuencias de NKD3-D5 obtenidas de los escolares, familiares y las
reportadas en el GenBank se realizd un analisis de diversidad genética, utilizando el
programa DnaSP version 5.0 [43] y se obtuvieron el numero de sitios segregativos, el numero
de haplotipos, las media de la diversidad nucleotidica por sitio (r) y la variacién esperada por

sitio asumiendo una evolucion neutral (6).
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RESULTADOS

Descripcion de la poblacion

De los 309 participantes, 156 pertenecen al sexo masculino y 153 al femenino. Las
edades de los participantes oscilaron entre 5 a 14 anos. En la Tabla 3, se muestra la
distribucion de los nifios por edad y sexo en cada una de las tres escuelas estudiadas, la
distribucion de ambos sexos fue proporcional en la poblacion de estudio. Las variables
sociodemograficas en el entorno familiar investigadas como posibles factores de riesgo para
la presentacién de enfermedades parasitarias se muestran en la Tabla 4, la diferencia entre
el grupo de los nifos parasitados y no parasitados no fue estadisticamente significativa
(p> 0.05). El consumo de agua potable y no potable también fue considerado dentro los
factores de riesgo, sin embargo no se incluyé en la Tabla 4 dado que ambos grupos
parasitados y no parasitados bebian agua potable. En las escuelas se establecié un indice
de higiene, el cual, se basé en las caracteristicas sanitarias de las instalaciones (facilidades
sanitarias, banos limpios, la disponibilidad de botes de basura, limpieza de aéreas comunes,
el hacinamiento y el acceso a las autoridades sanitarias). Los resultados del analisis de
asociacion entre el indice de higiene y la frecuencia de parasitosis en los nifios de las
escuelas estudiadas, se presentan en la Tabla 5. El analisis mostré que las diferencias entre
las escuelas no fueron estadisticamente significativas (p= 0.74). Eventos diarreicos
presentados entre los parasitados y no parasitados fueron de 40/72 y 107/238
respectivamente, con ninguna diferencia significativa entre ambos grupos. Es importante
mencionar que durante todo el estudio, ninguno de los nifios parasitados o cualquier

miembro de la familia desarrollé un evento invasor por E. histolytica.
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Tabla 3. Distribucion de los nifios por edad y sexo

Numero de nifios

Escuela Rango de edades (afios) Masculino Femenino Total
5-9 39 38 77
Emiliano
apatal? 10-14 26 36 62
apata
Subtotal 65 74 139
5-9 19 6 25
Lazaro
Cardenas? 10-14 10 10 20
Subtotal 29 16 45
5-9 33 35 68
Sofia
v 3) 10-14 29 28 57
azquez
Subtotal 62 63 125
Total 156 153 309

MPrueba X de Pearson = 1.05 p= 0.31
@®Pryeba exacta de Fisher p= 0.12
®Prueba X* de Pearson = 0.07 p= 0.79

Tabla 4. Asociacién de las variables sociodemogréficas en el entorno familiar y la

condicién de parasitados

Nifios parasitados

Variables Positivo Negativo *p OR IC 95%
i Si 65 218
Fauna nociva ! 073 163  (0.357.58)
No 2 11
Disposicion de agua  Si 65 224
dentro de la casa No 7 13 0.27 0.53 (0.20-1.40)
i ' Letrina 67 214
Tipo de letrina » 0.26 266  (0.59-11.8)
Tanque séptico 2 17
i i Cemento 58 210
Material del piso _ 0.12 052  (0.24-1.16)
Tierra 11 21

*Prueba exacta de Fisher
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Tabla 5. Nifios parasitados y no parasitados por escuela

Examen microscopico de muestras de heces

Escuela
Positivo (%) Negativo (%) Total OR IC 95%
SofiaVazquez"™" 29 (23.2) 96 (76.8) 125 1 -
Lazaro Cardenas'™ 13 (28.9) 32 (71.1) 45 1.34 (0.58-3.09)
Emiliano Zapata"’ 30 (21.6) 109 (78.4) 139 0.91 (0.49-1.69)
Total 72 237 309

" ndice de higiene = bueno

9 jndice de higiene = regular

®indice de higiene = malo

Chi-cuadrada con tendencia lineal = 0.11 p= 0.74

Caracteristicas antropométricas de la poblacién en estudio

El calculo de indice de masa corporal (IMC) por sexo y edad entre los 309 nifos
estudiados indicaron diferencias en la poblacién por sexo y edad. Mas del 50% (192) de los
nifios tenian entre el 5° y el percentil 85, que corresponde al indice de masa corporal normal.
Sin embargo, 13 nifios (4.2%) estaban bajo el percentil 5 que se considera con bajo peso, 57
nifos (18.6%) tenian un IMC en el percentil 85 al 95, que se define como sobrepeso y 44
(14.3%) ninos fueron clasificados como obesos (por arriba del percentil 95). Cuando el indice
de masa corporal se correlaciona con la infeccion parasitaria intestinal mostrado en la Tabla

6, las diferencias detectadas no fueron estadisticamente significativas (p= 0.41).
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Tabla 6. Caracteristicas antropomeétricas. Asociacion de indice de masa corporal y

estado de parasitosis

Examen <5 5a85 85a95 295 Total
ota
Microscépico percentil percentil percentil percentil %)
(n=306) (bajo-peso) (peso normal) (sobre-peso) (obesidad) °
Parasitado 3 51 10

No-parasitado 10 141 47

Prueba de Chi cuadrada=2.85, p= 0.41

indice de anemia

En la Tabla 7, se presenta la concentracion de hemoglobina en muestras de sangre

periférica (Hb g/dl) en 299 de los 309 nifios incluidos en el estudio. Los valores se

compararon con los datos de referencia por edades para los criterios de diagndstico para

anemia reportados por Lanzkowski en 2011. En el grupo de estudio (n = 299) encontramos

21 (6.9%) nifios con valores de Hb g/dl que correspondia a un diagndstico de anemia para su

edad. Sin embargo, las diferencias en los niveles de Hb g/dl entre los grupos de nifios

parasitados y no parasitados no fueron estadisticamente significativas (p= 0.79).

Tabla 7. Asociacion de hemoglobinay la infeccidn parasitaria intestinal

El examen microscopico de muestras de heces

Niveles __ositivo (n=67) Negativo (n=232)
%

Hb* 5 7.46 16 6.89

Hb** 62 92.5 216 93.1

*Nifios con niveles de hemoglobina asociado a anemia (Lanzkowski, 2011)
**Nifios con niveles normales de hemoglobina
Prueba exacta de Fisher p=0.79
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Prevalencia de parasitosis

De todos los participantes en el estudio se recolectaron muestras de heces de 3 dias
consecutivos para la primera fase del estudio (tamizaje) para determinar la prevalencia de
parasitosis intestinal en la poblacién escolar. Los resultados del analisis microscopico mostré
que 72 muestras fueron positivas para parasitosis en general, es decir, la prevalencia de
parasitosis en la poblacion fue del 23.3%, del cual el 15.2% present6 parasitosis uUnicas y el
8.09% parasitosis multiple por dos o mas parasitos. Los parasitos encontrados fueron:
Entamoeba coli, Endolimax nana, Blastocystis spp., Giardia lamblia, el complejo
E. histolytica/E. dispar, lodamoeba butschlii, Hymenolepis nana y Chilomastix mesnili. Los
parasitos que mostraron la mayor frecuencia fueron Entamoeba coli (37.5%), Endolimax
nana (26.38%), Blastocystis spp. (26.38%), Giardia lamblia (22.22%) y el complejo
E. histolytica/E. dispar (15.27%).

Prevalencia de E. histolytica y E. dispar por PCR

Posterior a la realizacién de la fase de tamizaje, las muestras fueron tratadas para la
extraccion del DNA de los quistes, protocolo previamente descrito en la seccion de
materiales y métodos. Teniendo el DNA se inicidé la detecciéon de la especie infectante
utilizando la PCR. De las 72 muestras pertenecientes a los escolares clasificados como
positivos para parasitosis por analisis microscépico encontramos que por PCR se obtuvieron
30 amplificados de E. histolytica y/o E. dispar, utilizando iniciadores especie-especificos para
la caracterizacion molecular de la Entamoeba infectante lo que representd el 41.7% de
prevalencia del complejo E. histolytica y/o E. dispar del total de las 72 muestras parasitadas.
Se identificaron 8 muestras como portadoras de E. histolytica, 19 portadoras de E. dispar y 3
portadoras con infecciéon mixta. Con el fin de establecer la dinamica de la infecciéon por
E. histolytica y/o E. dispar, los familiares de los escolares también fueron muestreados y el
DNA se extrajo de las muestras de heces y se procedi6 a la PCR para la identificacién de la

Entamoeba infectante.
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Secuenciacion

Los amplificados obtenidos se enviaron a secuenciar, obteniendo 19 secuencias con el
marcador molecular NKD3-D5, para E. dispar, provenientes de escolares y sus familiares.
Las secuencias fueron analizadas, alineadas manualmente [41] y comparadas con
secuencias ya reportadas en la literatura [44], asi como con las obtenidas en los diferentes

individuos incluidos en el estudio.

Analisis de secuencias con base al numero de motivos

Con el objetivo de establecer la dinamica de la infeccion por E. dispar se analizaron
las secuencias de los niflos en edad escolar y sus familias, incluyendo las secuencias
previamente reportadas en el GenBank con el marcador molecular NKD3-D5.

El analisis de los aislados con este marcador molecular se baso en la diversidad y numero de
motivos encontrados en las secuencias. Se definieron 24 motivos diferentes. Cada motivo fue
representado con un cuadro y un color especifico. En el caso de algunos de los motivos
consistieron en dos o cuatro secuencias que se decidieron englobar en un solo motivo dado
a que la diferencia entre ellos fue la sustitucion de tan solo un nucleétido. Esto permitio la
definicion de los patrones genéticos, tomando el numero de motivos repetitivos para

establecer una correlacion entre escolares y sus familias. Figura 3.
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Genotipos

En relacion a los genotipos encontrados en los nifios parasitados y sus familiares, se
encontraron 8 genotipos, cada uno representado por un color (Figura 4). Ademas, se observo
que la mayoria de los nifios de la escuela Lazaro Cardenas tenian el genotipo 1, el mismo
que compartieron con algunos de sus familiares mas cercanos, a excepcién del escolar
LC020 que presento el genotipo 8, diferente al de sus companeros. Se presentaron casos de
infeccion persistente, como en el caso del escolar LC0O09 y de su padre quien se mantuvo
infectado por la misma Entamoeba (genotipo 7), durante todo el seguimiento, diferente al de
su hijo en quien se identifico al genotipo 1. Este fendbmeno no lo encontramos en la escuela
Emiliano Zapata, en esta comunidad no se identificé ningun genotipo que se compartiera

entre los escolares y sus familiares, sin embargo, si se identificé al genotipo 1.

El genotipo 1 fue el de mayor frecuencia en secuencias de escolares y familiares, y

corresponde al mismo genotipo de la cepa de referencia E. dispar SAW760.
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Diversidad genética

La diversidad genética de E. dispar analizada utilizando el marcador molecular
NKD3-D5 se muestra en la Tabla 8, en donde se puede observar que el grupo que incluye
las 19 secuencias obtenidas de escolares y sus familiares, se obtuvieron 6 haplotipos
considerando inserciones, deleciones y sustituciones, 8 sitios segregativos y valores de = de
0.00337 y para 6 de 0.00622. Y al realizar el analisis con todas las secuencias incluyendo las
disponibles en el GenBank se obtuvieron 8 haplotipos igualmente considerando inserciones,
deleciones y sustituciones a partir de 22 secuencias, con un total de 9 sitios segregativos y

valores de ty 6 de 0.00147 y 0.00354 respectivamente.

Tabla 8. Parametros relacionados con la diversidad genética de secuencias de la

especie E. dispar, utilizando el marcador molecular NKD3-5 (603pb)

Grupos' No. de No. de Ss* T 0
Secuencias Haplotipos
Esc y Fam E. dispar 19 6 8 0.00337  0.00622
E. dispar total 22 8 9 0.00114  0.00185

"Esc y Fam E. dispar: Nimero de muestras de escolares y familiares obtenidas de Tlaltizapan; E. dispar total:
Numero total de secuencias analizadas incluyendo las de Tlaltizapan y las disponibles en el GenBank
“Numero de sitios segregativos
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Reconstruccion filogenética

Se cred una matriz en donde se codificaron el nUmero de motivos que se observaron
en los aislados obtenidos como presentes o ausente asignandole un valor numeérico:
1= presente y 0= ausente. Posteriormente se realizé una reconstruccion filogenética
utilizando el paquete estadistico para las Ciencias Sociales (SPSS), version 17, por el
método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). La
reconstruccion filogenética mostro una divergencia en dos principales grupos: A y B, donde
podemos resaltar que la mayoria de las secuencias de escolares y sus familiares pertenecen
al grupo A. Este grupo presentd varios subgrupos y en el subgrupo | se encuentran las
secuencias de los escolares de la escuela Lazaro Cardenas y algunos de sus familiares, los
cuales estan compartiendo el mismo subgrupo con la cepa de referencia E. dispar SAW760,
que corresponden al genotipo 1. El resto de los genotipos se distribuyeron en otros

subgrupos (Figura 5).
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DISCUSION

Los parasitos intestinales pasan parte de su ciclo de vida en el tracto digestivo de los
humanos, en donde se multiplican y se adaptan expresando sus factores de patogenicidad
[45]. Aunque la fase comensal de la mayoria de los parasitos suele ser tolerada y cursar
como una infeccién asintomatica, infecciones activas especialmente por multiples parasitos
pueden causar problemas de salud y deficiencia del desarrollo en edad escolar. La
re-infeccion es una de las principales preocupaciones en areas endémicas con precarias
condiciones socioeconomicas, donde una gran proporcidn de personas continuan

re-infectandose en un tiempo relativamente corto [46].

Las infecciones parasitarias intestinales se encuentran entre las principales causas de
morbi-mortalidad en el mundo y son mas prevalentes y persistentes en los nifios, en especial

en aquellos en edad escolar representando un grupo de riesgo para infecciones parasitarias.

Las infecciones intestinales son endémicas en paises en vias de desarrollo y
constituyen un problema de salud publica, en donde el ambiente asi como los factores

socioecondmicos y demograficos incrementan el riesgo de transmision [47].

En paises en vias de desarrollo, como es el caso de México, las infecciones
parasitarias son atribuidas a diversos factores de riesgo, entre los que se pueden citar los
malos habitos higiénicos, el consumo de alimentos en sitios insalubres, el fecalismo, el
consumo de agua no potable, el hacinamiento, la presencia de diarrea en alguno de los
miembros de la familia, y la proximidad con un portador aunque este sea asintomatico [48,
49], factores que contribuyen a la persistencia y diseminacién de las parasitosis. Sin
embargo, en todas las variables sociodemograficas investigadas, en el presente estudio,
entre los nifios parasitados y no parasitados (Tabla 4) las diferencias no fueron
estadisticamente significativa (p> 0.05). Los resultados sugieren que las fuentes de infeccion
en estos grupos de nifios pueden estar fuera del entorno familiar. Otro sitio donde los nifios

pasan una buena parte de su tiempo es en la escuela. Algunas de las escuelas son de
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tiempo completo, donde los nifios desayunan y comen, y por ello estas serian una fuente de
infeccion alternativa. A pesar que la OMS ha recomendado tres estrategias de control para
prevenir las infecciones parasitarias: 1) tratamiento de desparasitacion periddica; 2) mejores
servicios de saneamiento y abastecimiento de agua potable y 3) educacion para la salud
[50]. Se ha reportado que en ocasiones las condiciones sanitarias de las mismas escuelas
han contribuido al aumento en la prevalencia de las infecciones parasitarias en los escolares
[51,52] asociadas a pobres condiciones sanitarias, suministro insuficiente de agua, bafios no
aseados y falta de jabdn, asi como areas comunes sucias. En contraste, nuestros resultados
con base en las condiciones de higiene de cada una de las tres escuelas incluidas en el
estudio, que de hecho presentaban caracteristicas diferentes, sobre todo en las instalaciones
sanitarias, el medio ambiente, las condiciones de higiene de los edificios y areas comunes,
asi como en el compromiso de las autoridades de las escuelas para ofrecer un entorno
higiénico (variables consideradas en el calculo del indice de higiene) en cada escuela,
clasificandolas como: “*"bueno, **regular y “'malo (Tabla 5), no encontramos que tales
diferencias entre escuelas fueran estadisticamente significativas (p= 0.74). En resumen, las
variables demograficas en los ambientes de la familia y la escuela de los nifios estudiados no
son las determinantes de la infeccidn parasitaria intestinal (Tablas 4 y 5), lo cual sugiere la
existencia de una amplia gama de fuentes de propagacién de parasitos intestinales en el
medio ambiente, la susceptibilidad del huésped a la infeccion, y/o la virulencia de la especie

infectante.

Los parasitos intestinales son agentes etioldgicos del sindrome de diarrea en nifios y
adultos, sin embargo, los nifios menores de 15 afos son el grupo de mayor riesgo y son ellos
en los que los repetidos ataques de diarrea tienen efectos negativos en el desarrollo, el
estado nutricional y habilidades cognitivas [53]. Al analizar los antecedentes patologicos
relacionados especificamente con los episodios de diarrea en los 12 meses anteriores al
estudio y la presencia de moco o sangre en las heces en los nifios parasitados y no
parasitados, se encontré que en el grupo de nifios parasitados se presentaron 107 episodios
de diarrea en comparacion con 40 episodios en el grupo de nifios no parasitados, sin
embargo, la diferencia entre los grupos no fue estadisticamente significativa (p= 0.11). Con
respecto a la diarrea con sangre y moco, solo habia ocho de estos episodios en los nifios

parasitados y la diferencia entre los grupos tampoco fue significativa (p= 0.23). Referente a
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las caracteristicas antropométricas de la poblacién de estudio, se observaron diferencias en
la poblacion por sexo y edad, el indice de masa corporal entre los 309 nifios estudiados
indicaron que mas del 50% (192) de los nifios tenian un IMC normal (entre el percentil 5 al
85); 13 nifios (4.2%) presentaron bajo peso (bajo el percentil 5); 57 nifios (18.6%) tenian
sobrepeso (percentil 85 al 95), y 44 nifios (14.3%) con un IMC que los clasifico como obesos
(por encima del percentil 95). No se presentd una diferencia significativa (p= 0.41), entre la
condicion de parasitado y no parasitado y el IMC en cada uno de los escolares estudiados
[Tabla 6]. En relacion a la presencia de anemia, 21 nifos (6.9%) tuvieron valores de
hemoglobina que fueron de diagndstico de anemia para su edad. Valores que se compararon
con los datos de referencia por edades para los criterios de diagnodstico de anemia
reportados por Lanzkowski en 2011. Sin embargo, las diferencias en los niveles de
hemoglobina entre los nifios parasitados y no parasitados no fueron estadisticamente
significativas (p= 0.53) [Tabla 7]. Al parecer en los nifios estudiados, el parasitismo no afectd
su crecimiento y desarrollo, ni la predisposicion a presentar anemia, contrastando con
estudios en donde la presencia de parasitismo si ha tenido efectos perjudiciales sobre el
crecimiento y desarrollo de los nifios, asi como presencia de anemia por deficiencia de

hierro, principalmente en los nifios con eventos repetitivos de diarrea [54-56].

Una de las estrategias recomendadas por la OMS, es el tratamiento de
desparasitacion periodica, programa dirigido basicamente a la poblacion escolar, lo que ha
provocado un cambio en la morbilidad de las infecciones intestinales parasitarias
particularmente en el control de helmintos. Por otro lado, es evidente que esta intervencion
no disminuye la frecuencia de infeccién intestinal por protozoarios, informacion basada en los
datos oficiales de las tasas de incidencia de la infeccion por protozoos en los ultimos
5 afios [57].

De acuerdo a los resultados obtenidos en relacion a la prevalencia de parasitosis en la
poblacién de Tlaltizapan encontramos que el 23.3% se encontraba parasitada, de éstos el
15.2% presentd parasitosis unicas y el 8.09% parasitosis por dos 0 mas parasitos. Los
parasitos que presentaron la mayor frecuencia y que se consideran patégenos para el
humano fueron: Blastocystis spp. 26.3%, Giardia lamblia 22.2% y el complejo

E. histolytica/E. dispar 15.2%. Estos resultados pueden ser comparados con los que se
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obtuvieron en el 2005 en una comunidad rural ubicada a 100 km al sureste de Tlaltizapan [7].
En ambos casos, hubo una clara ausencia de infecciones por helmintos y presencia de
protozoarios patdgenos como E. histolytica/E. dispar y G. lamblia. En el presente estudio la
frecuencia de la infeccién por Blastocystis fue notablemente alta (26.3%), lo que contrasta
con la ausencia completa de la infeccién por Blastocystis en el estudio anterior [7], pero
concuerda con la reportada en Tailandia, Filipinas y Brasil, en donde la prevalencia de este
microorganismo fue del 20% al 40%, encontrando que los nifios de 5 a 10 afios de edad
tuvieron la prevalencia mas alta de la infeccion [58-60]. Otro grupo considerado en riesgo y
que es afectado por Blastocystis son pacientes inmunocomprometidos en los cuales puede

ser considerado como un parasito oportunista [61-63].

Blastocystis spp. es un parasito protozoario inusual entérico de los seres humanos y
de algunos animales [64,65]. El parasito fue descrito por primera vez en el aino 1900 [66,67],
pero soélo en la ultima década se han realizado avances en el conocimiento de su biologia. El
examen microscopico de muestras fecales frescas, es el método diagndstico de rutina para
su deteccion, pero su similitud con otros pequerios protozoarios intestinales y la variacion en
su morfologia pueden llevar a un diagndstico erréneo y por consiguiente a una subestimacion
de la prevalencia de éste parasito [59]. Esto ha dificultado entender su modo de
reproduccion, ciclo de vida, prevalencia y patogénesis, por lo que en la actualidad su caracter
patogénico es controvertido. Sin embargo, Blastocystis puede causar diarrea en nifios de
edad preescolar y escolar, con pobres habitos higiénicos [68,69]. En el presente estudio, los
sujetos fueron interrogados especificamente con respecto a la presencia de sintomas
intestinales asociados a parasitosis, y cabe sefialar que tanto los nifos parasitados y no
parasitados fueron asintomaticos en el momento del estudio. Al parecer como otros
protozoarios intestinales [6,26,69-71] la patogenicidad depende del gran polimorfismo
existente en las diversas especies de Blastocystis, ya que los seres humanos pueden ser

infectados por numerosos genotipos zoonéticos [72-74].

Por otra parte, la prevalencia de parasitos patdgenos, considerados como los
principales protozoarios causantes de la diarrea, particularmente en nifios, encontramos a
Giardia lamblia y el complejo E. histolytica/E. dispar. La giardiasis causada por Giardia

lamblia, afecta predominante a los nifios, quienes por lo general son asintomaticos y en
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casos cronicos es una causa frecuente de diarrea, que puede tener un impacto negativo en
su crecimiento y desarrollo, al causar mala absorcion con pérdida considerable de peso y
llevar a la desnutricidn [75]. La prevalencia de G. lamblia en la poblacién fue de 22.2%,
indicando una alta prevalencia del mismo en la poblacion, siendo el segundo parasito mas
frecuentemente encontrado en nuestro estudio, en contraste con lo encontrado en otros
estudios en donde se ha reportado una prevalencia que varia del 13.9% al 10.8% [76].
Giardia lamblia es uno de los principales parasitos en la etiologia de la diarrea cronica y
persistente [78,79], y como consecuencia se presenta la mala absorcion que afecta
seriamente el estado nutricional y desarrollo particularmente en los nifios, en diversos
estudios esta asociacién ha sido demostrada [56,75,80], sin embargo, aunque en nuestros
nifios la prevalencia de infeccidn por G. lamblia fue alta, no hubo una relacién en la alteracion
del desarrollo en los nifios. Razdn que pudiera ser explicada por el hecho de que G. lamblia
es un parasito complejo, y de acuerdo a los estudios realizados en relacidén a sus genotipos y
su patogénesis [81-84], encontramos una divisidn en dos grupos: genotipo A (o polaco) y
genotipo B (o belga) [85]. Ademas de sus diferencias genéticas, ambos genotipos pueden
tener un numero importante de diferencias bioldgicas, por ejemplo, el genotipo B fue
significativamente mas patégeno que el genotipo A [86]. En el 2001 Homan y Mank [87]
reportaron una fuerte correlacion entre el genotipo y el tipo de diarrea, encontrando una
asociacion del genotipo A con la diarrea leve e intermitente y para la diarrea grave y
persistente con el genotipo B. Sin embargo, Eligio-Garcia y colaboradores [88] y Lalle y
colaboradores [89] no encontraron ninguna correlacién entre los sintomas y el genotipo. Al
tomar en cuenta la informacién anterior podemos decir que la variabilidad genética en
Giardia lamblia influye significativamente en su epidemiologia, en la susceptibilidad del

huésped para presentar un estado de portador asintomatico o sintomatico.

El tercer parasito con mayor frecuencia encontrado fue el complejo E. histolytica/E.
dispar. En México la amibiasis ocupa el octavo lugar dentro de las 20 primeras causas de
enfermedad y sigue siendo un problema de salud publica en nuestro pais. La amibiasis se
define como la infeccién ocasionada por E. histolytica y/o E. dispar con o sin manifestaciones
clinicas [1]. La infeccién por E. histolytica tiene un amplio rango de modalidades clinicas en
el huésped humano, las que van de la infeccion luminal del intestino que cursa totalmente

asintomatica, hasta las formas de infeccion invasoras intestinal y extraintestinal. Un gran
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numero de personas colonizadas por E. histolytica o E. dispar eliminan espontdneamente la
infeccion en periodos relativamente cortos (< 3 meses) [3,90] algunos otros pueden ser
portadores persistentes de la infeccion y permanecer infectados por largo tiempo excretando
quistes en las heces hasta por 2 anos, como es el caso de los llamados portadores

asintomaticos de E. histolytica [3,90].

Durante décadas se penso que E. histolytica era un organismo que podria producir o
no la enfermedad. No fue hasta los 90s cuando las técnicas en biologia molecular
permitieron la diferenciacion genética de E. histolytica patégena y no patégena en dos
especies diferentes, una E. histolytica con capacidad invasora y la otra E. dispar, la cual
puede infectar sin causar dafio tisular. Finalmente en 1997 la OMS avalo la existencia de las
dos especies y a E. dispar como una especie morfolégicamente idéntica a E. histolytica [1].
Este hecho puso de manifiesto la necesidad de reevaluar la epidemiologia de la amibiasis en
el mundo. En la actualidad ya se han realizado algunos estudios para determinar la
prevalencia de E. histolytica y E. dispar en algunas regiones del mundo. De esta forma, se ha
visto que en lugares como Suecia [91], Brasil [92] e Iran [93,94], la frecuencia de infeccion
por E. dispar es mayor que la de E. histolytica. Por otro lado estudios realizados en
comunidades de Nicaragua [95], Etiopia [96] y Ghana [97], donde se consideraba que la
infeccion por E. histolytica era muy alta, después de utilizar técnicas que permiten diferenciar
entre E. histolytica y E. dispar, se encontré que la infeccidn por E. histolytica estaba sobre
diagnosticada y que la incidencia de E. dispar era mayor que la de E. histolytica. En nuestro
caso, en la comunidad que estudiamos del estado de Morelos, encontramos también que la
frecuencia de infeccién por E. dispar es mayor que la de E. histolytica de 20.1% y 7.9%
respectivamente. Nuestros resultados concuerdan con lo observado en otras partes del
mundo. Sin embargo, contrastan con lo reportado en México por Acuia en un estudio
realizado en una comunidad del estado de Chiapas [98] y con lo reportado por Newton [99]
en un estudio realizado en el Hospital Infantil de México quienes encontraron una frecuencia
de infeccion por E. histolytica relativamente alta (11.5% y 78% respectivamente). Por otro
lado, en un estudio previo realizado por nuestro grupo, en una comunidad rural ubicada a
100 km al sureste de la comunidad de Tlaltizapan en Morelos la prevalencia por E. histolytica
fue de 13.8% y de 9.6% para E. dispar [23]. Estas diferencias que se observan en la

prevalencia de E. histolytica y E. dispar en diferentes partes del mundo, consideramos que
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obedecen a adaptaciones de los organismos (E. histolytica, E. dispar y el huésped) a los
distintos nichos ecoldogicos en las diferentes regiones geograficas. No son iguales las
condiciones sociodemograficas, la frecuencia de infeccion, ni la morbilidad en México que en
Etiopia, Iran, Brasil o Suecia. Ademas, es importante sefialar que durante todo el estudio no
se detectaron casos de amibiasis invasora. En nuestra opinion, el hecho de que la mayoria
de aislados pertenecieran a la especie de E. dispar considerada no patégena hizo que

nuestros individuos en estudio permanecieran como portadores asintomaticos.

Al analizar los resultados en relacién a los parasitos encontrados podemos decir que
la prevalencia de infeccion por parasitos intestinales en esta comunidad se puede considerar
moderada (23.3%), comparada con los datos de otras comunidades en México, que
muestran una prevalencia de alrededor del 38% y el 52% [100,101]. En nuestra opinion
basada en las diferencias en las tasas de incidencia de enfermedades intestinales
parasitarias a nivel nacional [57], las diferencias en la morbilidad en las diferentes areas
estan principalmente relacionadas con la distribucion geografica de las variantes genéticas y

de virulencia de las especies infectantes.

En los afios 90s surgieron las técnicas en biologia molecular que han permitido la
diferenciacion genética de E. histolytica en dos especies diferentes, una E. histolytica
(especie invasora) y la otra E. dispar (especie no invasora). La diferenciaciéon se ha podido
hacer mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa de DNA (PCR), la cual
permite la amplificacion de secuencias de DNA especificas de especie tanto para E.
histolytica como E. dispar [40,102]. Actualmente esta técnica se utiliza para estudios
diagndsticos y de epidemiologia molecular no s6lo en amibiasis sino en un gran numero de
enfermedades infecciosas. Uno de los hallazgos mas interesantes surgidos de la utilizacion
de la biologia molecular para diferenciar entre dos especies de amibas (E. histolytica y E.
dispar), fue la existencia de portadores asintomaticos de E. histolytica y portadores
asintomaticos de las dos especies [3]. Este hecho sugiere la existencia de variabilidad en la
virulencia de la especie E. histolytica.

Recientemente se han podido detectar polimorfismo genético dentro de las dos
especies de Entamoeba. Dichos estudios han podido identificar y caracterizar loci
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polimdrficos en el DNA, los cuales incluyen secuencias codificadoras de proteinas, como son
la proteina rica en serina (SRPEh) y de enzimas como la quitinasa, ademas de regiones no
codificadoras de DNA asociadas a los RNA de transferencia [28,31,8]. Estos loci polimérficos
han demostrado ser potencialmente utiles para la investigacion y estudio de la epidemiologia

molecular de estos protozoarios.

Asimismo, se han hecho estudios que demuestran la existencia de un polimorfismo
considerable en los aislados de E. histolytica colectados en diferentes areas geograficas a
nivel mundial: México, Bangladesh y Japdén [6,17,21,32,103]. Como ya se menciono
anteriormente, E. dispar es un organismo que no causa dafio alguno en el humano y que
aunque no ha recibido la misma atencion que E. histolytica por el hecho de que ambos
parasitos poseen muchas caracteristicas en comun, el estudio de E. dispar nos puede
ayudar a entender mejor a E. histolytica. El polimorfismo entre algunas cepas de E. dispar
provenientes de diferentes partes del mundo (Calcuta, San Diego y México) fue reportado
por Ghosh en el afio 2000 [8]. Por su parte, Zaki y colaboradores [104] también observaron
un gran polimorfismo en los aislados de E. dispar de Sudafrica, analizando los segmentos
repetidos en serie asociados a los genes del RNA de transferencia (locus 1-2 y 5-6). Este

polimorfismo también ha sido observado en aislados de E. dispar de Iran [105,106].

En México, Ramos y colaboradores [6,7,23] reportaron un gran polimorfismo al
estudiar los segmentos repetidos en tandem en el gen de la quitinasa y de la proteina rica en
serina en aislados de E. dispar en 2 comunidades del estado de Morelos, encontrando que
existian ciertos genotipos que se localizaban principalmente en una u otra de las
comunidades estudiadas y distantes una de otra por 2 Km. Asimismo, nosotros en el
presente trabajo, hemos observado un gran polimorfismo en los segmentos repetidos en
serie asociados a los genes del RNA de transferencia utilizando el marcador molecular
NKD3-D5 especie especifico de E. dispar. Se obtuvieron 8 genotipos diferentes en los
aislados de escolares y de sus familiares. En la mayoria de los aislados de E. dispar,
detectamos que el genotipo 1 fue el mas frecuente y que es el mismo de la cepa de
referencia E. dispar SAW760 (Figura 4). De las tres escuelas estudiadas la escuela Lazaro
Cardenas fue en la que se obtuvieron el mayor numero de aislados con 3 distintos genotipos,
en donde a excepcién del aislado del escolar LC020 que portaba un genotipo diferente al
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resto de sus compaferos, cuyos aislados correspondieron al genotipo 1. Este mismo
genotipo se encontré en sus familiares mas cercanos. También se observo, que en algunos
individuos el genotipo no varia a través del tiempo, siendo el mismo incluso en muestras
obtenidas con 4 meses de diferencia. Lo anterior sugiere que se trata de un caso de
infeccion persistente (Figura 4, Padre LC009) sin descartar que se pudiera tratar de ciclos de
eliminacion de la infeccidn y reinfecciones con la misma cepa (Figura 4). En la escuela
Emiliano Zapata a pesar que se obtuvieron un numero reducido de aislados al analizarlos
encontramos 3 genotipos en donde ninguno de los escolares compartio genotipos entre sus
compainieros ni con sus familiares, sin embargo el genotipo 1 se encontré presente entre
dichos aislados (Figura 4). En nuestra ultima escuela Sofia Vazquez, ningun nifio estuvo
parasitado por la especie E. dispar. De acuerdo a los resultados obtenidos de los aislados
analizados y tomando en cuenta que la escuela Lazaro Cardenas es la escuela con menor
poblacién y que los alumnos provienen basicamente de la misma colonia, con un entorno de
mayor pobreza y ademas es la escuela que presenta un valor menor de indice de higiene
(Tabla 5), es la que tiene una mayor prevalencia de infeccién por parasitos intestinales
(28.9%) se esperaria que en particular las amibas fueran mas prevalentes y la diversidad
genéticas de ellas fuera mayor, sin embargo, como sucede en otras comunidades endémicas
[7,103-105,107] los mismos genotipos de E. dispar estan siendo transmitidos dentro del
cerrado grupo de la comunidad escolar y sus respectivas familias. Este hecho ha sido
también descrito por Rivera y colaboradores, ellos reportaron la existencia de patrones
propios de ciertas instituciones para enfermos mentales, los patrones se limitaban a cierto
grupo de pacientes con retraso mental severo que se encontraban aislados y sin interaccion

con el resto de los pacientes [108].

En contraste, la escuela Emiliano Zapata, presenta la mayor poblacion escolar, los
nifios vienen de diversas colonias y el indice de higiene es intermedio (Tabla 5). Asi mismo,
la parasitosis intestinal en este grupo (21.6%) fue el menor de lo reportado en las distintas
escuelas, sin embargo, se identificdé una gran diversidad de genotipos en los aislados
estudiados y basicamente no se obtuvieron indicios de transmisién de algun genotipo en
particular, entre los escolares ni con sus familiares.

Al parecer la mayor diversidad de aislados en esta escuela podria deberse a la circunstancia
de provenir de diferentes areas geograficas en la comunidad. Sin embargo, con el nimero de
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aislados analizados con el marcador NKD3-D5 y no haber obtenido secuencias con otros
marcadores que nos proporcionaran mayor informacion para establecer esta relacion, nos
limita en nuestros hallazgos. No obstante, aunque nosotros tratamos de obtener otros
marcadores no siempre fueron exitosos, datos semejante a lo reportado por otros grupos
involucrados en la epidemiologia molecular de la amibiasis [22,104]. Unas de las
explicaciones a este fendbmeno es la diferente sensibilidad de los distintos iniciadores que se
han utilizado en todos estos estudios [22,104,109]. Otro factor que consideramos importante
puede estar influyendo en la falta de resultados positivos en el PCR con algunas muestras,
que puede deberse a la naturaleza misma del material bioldégico del que se parte para la
extraccion de DNA (directamente de la muestra de materia fecal). Siendo este un DNA
ambiental con una alta heterogeneidad en su composicion, la amplificacion de secuencias de
DNA especifico para las especies E. histolytica y E. dispar con diferentes marcadores
moleculares hace que técnicamente se dificulte el poder obtener secuencias limpias

analizables, que es la circunstancia ideal para este tipo de estudios.

Por otro lado, el estudio comparativo con muestras de DNA de E. dispar provenientes
de cultivo en medio de Robinson de muestras fecales de la comunidad de Casahuatlan
ubicada a 100 km al sureste de la comunidad de Tlaltizapan, en el mismo estado de Morelos,
utilizando el marcador NKD3-D5 se obtuvieron los aislados en 3 familias y encontramos que
Sus secuencias no eran posibles de analizar debido a la obtencion de secuencias con dobles
picos presentes en los cromatogramas, situacion que previamente nos habia sucedido con
varias muestras de escolares. Una posibilidad para este fendomeno, que de hecho esta
descrita por diferentes autores entre ellos nuestro grupo, es la existencia de dos genotipos
diferentes para un mismo marcador en una unica muestra fecal o de material de absceso
hepatico amibiano [7,110] o la existencia de dos especies presentando una posible infeccion
policlonal como se ha descrito en infecciones por Leishmania, Plasmodium y Trypanosoma
[111-113]. Por lo cual, se decidio realizar la clonaciéon en estas muestras, en la Figura 6 (ver
anexo) se muestran los resultados, observando que en algunos casos se obtuvieron 2 o 3
aislados de una misma muestra, presentando diferentes genotipos (607. 07 1°, 607.10 4°,
739.02 1° y 739.02 4°), casos de reinfeccién por diferente parasito (607.07 1° y 607.07 2°),
casos de reinfeccién por diferentes y los mismos parasitos (739.02 1° y 739.02 4°), asi como
casos en donde ambos miembros de la familia presentaban el mismo parasito (802.01 4° y

43



802.07 1°). Al realizar el analisis por motivos se encontré que los aislados correspondian a
genotipos distintos a los encontrados en los escolares y sus familiares. Asimismo, no se
encontré el genotipo 1 que es el mismo que la cepa de referencia E. dispar SAW760 en
ninguno de estos aislados. Estos resultados reforzaron lo previamente expuesto en donde la
distribucion de los genotipos corresponde a la area geografia, que siendo comunidades del
mismo estado y relativamente cercanas, hay una division de genotipos y cada una de las
comunidades son infectados por éstos. Al haber obtenido diferentes genotipos en una misma

muestra nos habla de co-infecciones por diferente o las mismas amibas.

La prevalencia de E. histolytica por PCR en la poblacién escolar fue menor que la
encontrada para E. dispar. En este caso no se obtuvieron secuencias de E. histolytica, sin
embargo, consideramos que las cepas infectantes fueron de baja virulencia, ya que la
poblacién estudiada se mantuvo asintomatica durante y antes del estudio, basandonos en el
parametro de ausencia de cuadros diarreicos atribuibles a infeccidon invasora por E.

histolytica.

Un punto no discutido hasta el momento, es el gran polimorfismo presente en la cepa
E. dispar, en relacion al marcador molecular especie-especifico analizado NKD3-D5 de
E. dispar (Figuras 3, 6 y 7), se encontro que éste es altamente polimérfico, obteniendo 24
motivos diferentes en los aislados, y que en alguno de los casos se agruparon 2 o 4
secuencias en un mismo motivo ya que la diferencia era la sustitucién en un nucleétido. Esto
permitid la definicibn de los patrones de transmision entre las poblaciones estudiadas,
tomando en cuenta el numero de repeticiones de los motivos y al hacer una correlacion entre
los escolares y sus familias. Si comparamos estos resultados con el marcador molecular
NK2H3-H5 para E. histolytica, en donde se reportan 5 motivos de 8 nucledtidos [114]
podemos decir que la E. dispar presenta un mayor polimorfismo. En el caso del marcador
molecular D-A, Morajad y colaboradores en el 2009, encontraron los mismos resultados es

decir que E. histolytica presenta menor polimorfismo que E. dispar [105].

En relacion a la diversidad genética en los aislados obtenidos de E. dispar con el
marcador molecular NKD3-D5 (Tabla 8) se puede considerar baja, obteniendo 6 genotipos

de 19 secuencias (escolares y familiares) con 8 sitios segregativos (Ss) y valores de = de
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0.00337 y de 6 de 0.00622. Al realizar el analisis con el total de las secuencias de E. dispar
los valores obtenidos fueron los siguientes: 8 genotipos de 22 secuencias, con 9 Ss y valores
de m y 6 de 0.00114 y 0.00185 respectivamente, mostraron también una baja diversidad. Al
comparar estos resultados con un estudio previo realizado por nuestro grupo, en muestras
obtenidos de material de drenado de absceso hepatico con el marcador molecular D-A para
E. dispar contrastan con nuestros resultados, ya que en este grupo la diversidad genética fue
alta considerando que no existen antecedentes de estudios de diversidad genética medida a
través del numero de sitios segregativos y las tasas de n y 0 [26]. La baja diversidad obtenida
en los aislados de Tlaltizapan sugiere que unas pocas secuencias estan presentando la

mayoria de todos los sitios segregativos.

La epidemiologia molecular no es una disciplina nueva esta aparece desde los afnos
70. En el caso de E. histolytica y E. dispar su variacion genética ha sido estudiada desde los
afios 90, el blanco de estudio han sido regiones codificadoras y no codificadoras de DNA.
Este hecho ha sido de gran utilidad para estudiar las diferentes formas clinicas de la
infeccion, la distribucion geografica y la modalidad de cepas importantes
epidemiologicamente entre diferentes grupos de individuos de una u otra area geografica, en
una ciudad o entre diferentes paises o continentes, de ahi su utilidad en el estudio de los
patrones de transmision de la amibiasis y sus vinculos epidemioldgicos entre las infecciones

asintomaticas y sintomaticas [15,115].

En relacion a la dinamica de la infeccion en el presente estudio, utilizando la
caracterizacion molecular de las especies infectantes en los escolares y familiares cercanos,
los resultados no permiten establecer la fuente de la infeccion original ni determinar si dicha
fuente es intra y/o extraescolar. El genotipo 1 fue el mas frecuentemente encontrado y es el
correspondiente a la cepa de referencia E. dispar SAW760, cuyo genotipo esta ampliamente
distribuido alrededor del mundo. Es posible que el que hayamos encontrado mas
frecuentemente dicho genotipo nos impida definir en qué sentido se desarrolla la
transmisibilidad en los grupos estudiados, sin embargo, explica claramente el caracter
comensal del parasito y la ausencia de sintomatologia clinica en los individuos estudiados
durante los 12 meses de seguimiento, lo cual es totalmente explicable en una infeccién por

esta cepa de la especie E. dispar en general no patégena.
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Por el contrario, existe una gran diferencia en la variabilidad genética entre los
municipios de Casahuatlan y Tlaltizapan; en Casahuatlan se identificaron genotipos de E.
dispar diferentes, con lo que se demuestra una distribucion geografica de los genotipos
particulares entre ambas poblaciones, lo que sugiere que algunas cepas pueden ser
autéctonas en una comunidad y tener una baja movilidad geografica (Figura 8). Nuestros
resultados aportan conocimientos adicionales en relacion a la caracteristica de distribucion
geografica de genotipos particulares o uUnicos y otros distribuidos muy ampliamente en la
geografia mundial. Consideramos que todos estos datos son importantes desde el punto de
vista epidemiologico para entender mejor la distribucion y transmisién del parasito entre

diferentes comunidades.
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CONCLUSIONES

Las variables demograficas de la escuela e intrafamiliares de los nifios estudiados no
determinan la infeccién por parasitos intestinales, lo que sugiere la existencia de una fuente
de propagacion de parasitos intestinales distinta en el medio ambiente y no descarta la

susceptibilidad del huésped a la infeccion y/o la virulencia de la especie infectante.

En ninguno de los casos en los que se detectd la presencia de parasitos intestinales
se desarrollo un proceso invasor atribuible a la infeccidon por E. histolytica, tal vez este hecho
pudiera corresponder al establecimiento de una relacion simbidtica entre el hospedero y el

parasito en aquellos escolares en que se detectd E. histolytica.

El hecho de que el genotipo 1 de la E. dispar aislada de los escolares estudiados,
haya sido el mas frecuentemente encontrado y que ademas corresponde a la cepa de
referencia E. dispar SAW760, sugiere fuertemente la amplia distribucion en la comunidad de
este genotipo de E. dispar en la comunidad estudiada y no a una fuente de infeccién

particular o restringida.
El estudio de la distribucion de genotipos distintos en una misma region geografica o

en individuos en comunidades cerradas, permite establecer vias de transmision, en este

caso en particular de E. histolytica y E. dispar.
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La infeccion por E. histolytica tiene un amplio rango de modalidades clinicas en el
huésped humano que van desde la infeccion luminal del intestino que cursa totalmente
asintomatica, hasta las formas de infeccidn invasora intestinal y extraintestinal. Un gran
numero de personas colonizadas por E. histolytica o E. dispar eliminan espontdneamente la
infeccion en periodos relativamente cortos (menos de 3 meses) [3], algunos otros pueden ser
portadores persistentes y permanecer infectados por largo tiempo excretando quistes en las
heces hasta por dos afios. E. dispar esta considerado como un organismo que no causa
dafio en el humano. Sin embargo, tanto E. histolytica como E. dispar son especies muy
polimorficas tanto en regiones codificadoras del DNA como en regiones no codificadoras.
Este polimorfismo se ha utilizado como herramienta para intentar relacionar el polimorfismo
con las formas clinicas de la amibiasis, asi como para estudiar la epidemiologia molecular de

ambas especies en diferentes regiones endémicas del mundo [6,7,104].

El polimorfismo entre algunas cepas de E. dispar provenientes de diferentes partes del
mundo asi como de distintas areas geograficas en un mismo pais o estado, nos ha llevado a
identificar que ciertos genotipos son exclusivos de un grupo o poblacion especifica. A este
respecto nuestro grupo ha hecho aportaciones en el estudio de la epidemiologia molecular
de E. histolytica y E. dispar en México, dichos estudios han estado dirigidos a la evaluacion
de la prevalencia de infeccion y la morbilidad por E. histolytica y E. dispar en nuestro pais
[6,7,15].

En el ano 2005, nuestro grupo trabajo en las comunidades de Casahuatlan y
Cuahuixtla localizadas en el estado de Morelos, en donde los resultados obtenidos por
Ramos y colaboradores, reportaron un gran polimorfismo al estudiar los segmentos repetidos
en tandem en el gen de la quitinasa y de la proteina rica en serina en aislados de E. dispar
en 2 comunidades del estado de Morelos, encontrando que existian ciertos genotipos que se
localizaban principalmente en una u otra de las comunidades estudiadas, en donde la
distancia de una comunidad a otra era de 2 Km. Partiendo de este hecho surgio la inquietud
de conocer si los genotipos encontrados en la comunidad de Tlaltizapan eran exclusivos de
esta comunidad o por el contrario eran caracteristicos por lo menos en el estado de Morelos.
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Con el fin de responder a este hecho, se amplificaron por PCR las muestras de DNA
de E. dispar provenientes de cultivo en medio de Robinson de muestras fecales de 3 familias
de la comunidad de Casahuatlan, utilizando el marcador NKD3-D5, y los productos fueron
enviados para su secuenciacion.

Desafortunadamente las secuencias obtenidas de estos aislados, no fue posible analizarlas
debido a la obtencion de secuencias con dobles picos presentes en los cromatogramas por
lo cual, se decidié clonar los amplificados obtenidos de las PCR de las muestras, para
comparar los genotipos de Casahuatlan con los genotipos obtenidos de los escolares y sus

familiares de la comunidad de Tlaltizapan.

Clonacion de los Productos de PCR

Los amplificados obtenidos de las PCR se clonaron en el vector pPCR®2.1 vector
(25ng/ul), siguiendo el protocolo de clonacién del TA Cloning® kit (Invitrogen). La fase de
ligacion se realiz6 en un volumen de 10 ul, las condiciones de la reaccion fueron las
siguientes: H,0, amortiguador de ligacion 10X, pPCR©2.1 vector (25 ng/ul), producto fresco de
PCR (inserto), DNA ligasa T4. La reaccion se dejo incubar toda la noche a una temperatura
de 14-15°C (Eppendort, ThermoStat plus). Posterior a la incubacion los viales fueron
brevemente centrifugados y colocados en hielo. A continuacién se transformaron las
bacterias competentes E. coli (OneShot® INVaF’ Chemically competent) (1X10”células/ml) 50
Ml por cada pl(1) de la reaccion de ligacion y se dejaron incubar por 30 minutos en hielo.
Posterior a la incubacion se introdujo el plasmido en la bacteria por choque térmico a 42°C
durante 30 segundos sin agitar, inmediatamente los viales se transfirieron al hielo. Las
bacterias recombinantes se incubaron durante 1 hora a 37°C en medio S.0.C (0.2% triptona,
0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOg4, 20 mM
detroxa), para finalmente sembrarlas en cajas de agar LB/ampicilina (100 pg/ml)/ Xgal (100

mg/ml) y se crecieron durante toda la noche a 37°C.

Las colonias blancas que son las recombinantes se picaron y se sembraron en medio
liquido Terrific broth (TB) complementado con ampicilina para proceder con la purificacion de

los plasmidos, utilizando la técnica tradicional de Minipreps [116] 0 en su caso por extraccion
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con el estuche comercial Plasmid mini kit, (Biorad, Hercules, Ca. USA) siguiendo las
indicaciones del proveedor. Obtenido el plasmido con el inserto se procedié a la realizacion
de la PCR con la metodologia previamente descrita continuando con el proceso de

secuenciacion de los insertos.

Resultados.- En algunos casos se obtuvieron 2 o 3 aislados de una misma muestra,
presentando diferentes genotipos (607. 07 1°, 607.10 4°, 739.02 1° y 739.02 4°), casos de
reinfeccidn por diferente parasito (607.07 1° y 607.07 2°), casos de reinfeccion por diferentes
y los mismos parasitos (739.02 1° y 739.02 4°), asi como casos en donde ambos miembros
de la familia presentaban el mismo parasito (802.01 4° y 802.07 1°), representados en la
Figura 6. Al realizar el analisis por motivos se encontré que los aislados correspondian a
genotipos distintos a los encontrados en los escolares y sus familiares (Figura 7 y 8).
Asimismo, no se encontrd el genotipo 1 que es el mismo que la cepa de referencia E. dispar
SAW760 en ninguno de estos aislados. Los resultados apoyan fuertemente lo previamente
expuesto en donde la distribucion de los genotipos es altamente limitada y estos parecen
corresponder a una area geografia en particular aun tratandose de comunidades del mismo
estado y relativamente cercanas, sugiriendo la existencia de cepas de E. histolytica y E.
dispar con diferente movilidad geografica, representadas en este caso por genotipos con una
muy baja movilidad como el caso de las cepas descritas en Casahuatlan y la tipo SAW760

de E. dispar con una gran distribucion a nivel mundial.
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