UNIVERSIDAD DE SONORA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA SALUD

“Caracterizacion molecular mediante PCR-RFLP del Gen SSU rRNA
de Cryptosporidium aislado de heces de pacientes de Hermosillo y

de la Ciudad de México”

TESIS

Que para obtener el grado de

Maestro en Ciencias de la Salud

Presenta

Q.B.C. Mariana de Jesus Gonzélez Diaz

Hermosillo, Sonora Agosto de 2014



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

<
Q

—

TODO - LO - ILUMINAN

KA P
NP |

-

{

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

oS0

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



FORMA DE APROBACION

Los miembros del Jurado Calificador designado para revisar el trabajo de Tesis de

Mariana de Jesis Gonzalez Diaz, lo han encontrado satisfactorio y recomiendan que

sea aceptado como requisito parcial para obtener el grado de Maestria en Ciencias de la
Salud.

/)

/?9,/

Dra. Olivi4 Valenzuela Antelo
Director Académico

/"‘

<G ‘ <
Dr. Edyaiflo Ruiz Bustos
Secretario

loecric. Yorclney £

/ﬁra. Adriana Garib scobar
Vocal

&

Dra. Maria Auxiliadora Islas Osuna
Sinodal

ii



AGRADECIMIENTOS

Agradezco inmensamente a Dios, por todas las bendiciones que me ha dado a lo largo

de mi vida. Esta es tan solo una de ellas. Muchas gracias!

A mis padres por permitirme sentir su confianza y su respaldo, y por alentarme a cada
momento. A mis hermanos: Daniela, Angélica y Sergio, por ser un gran ejemplo de
vida, inspirarme seguridad y ensefiarme que en lo que se hace dia a dia, hay que buscar
la felicidad. A mi sobrino, César Daniel por la alegria de llamarme “tia Ana”. Los amo

familia!

A mi directora de tesis, la Dra. Olivia Valenzuela, por su dedicacion, trabajo y esfuerzo
para que este proyecto pudiera llevarse a cabo y por demostrarme que si se quiere, se
puede. Gracias porque me ha permitido no s6lo terminar esta tesis, sino también por

formarme profesionalmente y como persona.

A mi Comité Sinodal: Dra. Adriana Garibay, Dr. Eduardo Ruiz Bustos y Dra. Mary

Islas, gracias por la disposicion para colaborar con su asesoria y revision de este trabajo.

Al Dr. Jesus Hernandez, gracias infinitas por su enorme colaboracion en todo el
desarrollo de mi tesis. A la Q.B. Mdnica Resendiz, por su apoyo y asesoria en el
desarrollo técnico del proyecto.

A la Universidad de Sonora, al Programa de Posgrado en Ciencias de la Salud por todo

el apoyo en el desarrollo de mi maestria.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada a lo
largo de la realizacion de este trabajo.

Al Hospital Infantil del Estado de Sonora, en especial a la Q.B. Josefina Lépez, al Q.B.

Ernesto Chavez y a la Dra. Durazo, por sus valiosas contribuciones a esta investigacion.

Al Hospital Infantil de México Federico Gomez, a la Dra. Rosa Maria Bernal y a la
M.C. Gie Bele Vargas, por su amable colaboracion y apoyo en el diagnostico

microscopico.



A Yadel Magafia y Ariel Ochoa por su apoyo en la recoleccion de muestras.

A mis comparfieros del CABB que de alguna u otra manera contribuyeron a la
realizacion y cumplimiento de esta meta. En especial a Ana Laura, Mario, Wences,

Heriberto y Sergio, por su amistad y apoyo.

A mis compafieros de Posgrado: Andrea, Raul, Julia, Juan, lliana, Alejandro y

Sandybell, por el tiempo compartido en el desarrollo de esta etapa de nuestras vidas.

A mis amigos y familia que de lejos o de cerca, han sido una grata compafiia y un gran
respaldo en mi vida!

A todos mi sincero agradecimiento!

Mariana Gonzéalez Diaz



DEDICATORIA

Al Creador de todas las cosas, el que me ha dado fortaleza para continuar cuando a

punto de caer he estado; por ello, con toda la humildad de mi corazon, dedico
primeramente mi trabajo a Dios.

De igual manera, dedico esta tesis a mi madre que ha sabido formarme con buenos

sentimientos, habitos y valores, lo cual me ha ayudado a salir adelante.



“Lo que sabemos es una gota, lo que ignoramos un inmenso océano.
La admirable disposicion y armonia del universo, no ha podido

sino salir del plan de un Ser omnisciente y omnipotente”

Isaac Newton

Vi



INDICE

Pagina

LISTA DE TABLAS et X
LISTA DE FIGURAS ..ottt Xi
ABREVIATURAS ettt e e b et re e Xii
OBUJIETIVOS ..ttt b e n e Xiv
ODBJELIVO GENEIAL ... .eccveeeeciece et sre e Xiv
ODbjJEtiVOS PArtiCUIAIES ........cviiiiiiiieesiiseese e Xiv
RESUMEN ..ttt b et ee e XV
INTRODUCCION ...ttt 1
ANTECEDENTES ..o 3
CrIPLOSPOITAIOSHS ...ttt bttt ettt sbe st b beeneas 3

El Parasito: CryptoSPOridiUm SPP. ..coooeeieieieiriereeceie et 4
Especies de CryptoSPOridilm ..........cocveiiiiieiiiii e 5
TAXONOIMIA 1.ttt bbbt bbb b ettt b et an s 7

Bl QOQUISTE ..ottt bbbt b e 9
Ciclo Bioldgico de CryptoSporidium SPP. ....ccceveerieieerenieeniesieeeesie e seens 11
Transmision de 1a INFECCION .......ccooiiiiiiii e 15
AGUA POLADIE ... 15

AQUAS RECTEALIVAS .....cveivieiiiiiie ettt 15
ATIMENTOS ..ttt e bbb 17

De Persona @ PEISONA ........c.cuccuiiieiiiiiiiieiiei e 17

Vii



De ANIMAl @ PEISONA ..o 17

Patologia de 1a CriptoSpOridioSiS ........ccciereiirirerieine e e 18
Manifestaciones CHNICAS .........cccoiiiriiiiiiiee e 20
PIEVENCION ...ttt b bbbt 22
Epidemiologia y Distribucion Geogréfica de la Criptosporidiosis ...........c.cccceevrene. 23
Diagnostico de 1a CriptoSPOridioSS ........ccoereerireiiiiie e 26
Tratamiento de la CriptOSPOridioSiS ........cveieeiieiiieiieie e 28
MATERIALES Y METODOS..........coevietieeieeeseeeseeseseses s sestsse s sessssessss s sssessens 30
DiSEN0 UEl ESTUTIO ... 30
DEClaraciones de ETICA ..........ccccevecveveevceeieeeeeseseesssesee st eseenees 30
Los PacienteS y €l CONLrOl .........ooouviieiiee e 30
Muestras y Procesamiento de la Materia Fecal ...........ccccccovevieiiiiciiene e, 31
Diagndstico de Ooquistes de Cryptosporidium spp. por el Método de Kinyoun ..... 32
EXEraCCion 08 ADN .......ooiiiiiiieieieee ettt sne e 32
Amplificacion por PCR del Gen SSU FRNA ..o 33
PCR PIIMAIIA ©.iviiiiivieiteeie e sttt st ste et e ste e sbaeste e s e teesaeeneesreesneenne e 33
PCR GNIHAAR ..ot 34
Andlisis de RFLP del Gen SSU rRNA ..o e, 34
Deteccidn de los Productos AMplificados .........cccoeieeiiiie i 35
SECUBNCIACION ..ttt bbbttt bttt 35
RESULTADOS ...ttt et sttt b et e e e b e e sneeetee e 37
Aislados y Prueba de KiNYOUN ..o 37
Caracteristicas de 10S PACIENES ..........ccoeiiiiiiiiiieieree s 37



Identificacion Molecular de CryptoSporidium ...........cococereieiniinie i 41

Identificacion de Especies de Cryptosporidium Mediante Secuenciacion ............... 46
CONCLUSIONES ...t ens 50
RECOMENDACIONES ... 51
BIBLIOGRAFTA ...ttt 52
ANEXO | oot e e e e e aara e 65
ANEXO T ettt r e e 67
ANEXO T ettt e e ne e 70
ANEXO TV e e e e e e ae e e e naa e 72



Tabla

LISTA DE TABLAS

Especies reconocidas del género Cryptosporidium.

Caracteristicas clinicas de la criptosporidiosis.

Caracteristicas especiales de Cryptosporidium que son

relevantes para su epidemiologia y transmision.

Caracteristicas demogréficas de los casos de criptosporidiosis.

Especies y genotipos del gen SSU rRNA identificados en este

estudio.

Pagina

21

25

39

43



Figura

10

LISTA DE FIGURAS

Estructura de un Apicomplexa.

Observacion microscépica de Cryptosporidium spp.
Ooquistes y esporozoitos de Cryptosporidium spp.
Ciclo de vida de Cryptosporidium spp.

Vias de transmision de Cryptosporidium spp.
Micrografia que muestra la criptosporidiosis.

Ooquistes de Cryptosporidium spp. observados con la tincion

de Kinyoun.

Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de los amplificados

correspondientes a la region SSU rRNA de Cryptosporidium.

Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de

digestion de la PCR anidada con la enzima Vspl.

Alineamiento mdltiple de las secuencias nucleotidicas
correspondientes a la region SSU rRNA de C. parvum (Cp), C.
hominis (Ch) y C. felis (Cf) identificadas en este estudio.

Xi

Pagina

10
12
14
16

19

38

42

44

48



ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

BSA AlbUmina sérica bovina

CDC Centro para el control y prevencion de enfermedades
col. Colaboradores

COwWP Proteina de la pared del ooquiste de Cryptosporidium
CSL Ligando tipo circunsporozoito

dNTPs Deoxinucledtidos trifosfato

ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

F Femenino

FDA Administracion Nacional de Alimentos y Drogas

g Gramos

g Gravedades

GP60 Glicoproteina de 60 kDa

HIES Hospital Infantil del Estado de Sonora

HIMFG Hospital Infantil de México Federico Gomez

HSP Proteina de chogue térmico

ICZN Comision Internacional de Nomenclatura Zool6gica
M Masculino

MgCl, Cloruro de magnesio

mg Miligramo

Xii



min
mL
mm
mM
ND
NIH
°C

pb
PCR
RFLP
S
SIDA
SSU rRNA
TRAP
USON
VIH
Xg

Mg

ML
um

%

Minuto

Mililitro

Milimetro

Milimolar

No hay dato

Instituto Nacional de Salud

Grados centigrados

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa
Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
Segundo

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
Subunidad menor del ARN ribosomal
Proteina adhesiva relacionadas con las trombospondinas
Universidad de Sonora

Virus de inmunodeficiencia humana
Fuerza centrifuga relativa

Microgramo

Microlitro

Micrometro

Negativo

Porcentaje

Positivo

Xiii



OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar molecularmente mediante PCR-RFLP el gen SSU rRNA de

Cryptosporidium aislado de heces de pacientes en Hermosillo y la Cd. de México.

Obijetivos Especificos

Identificar los ooquistes de Cryptosporidium spp. de heces de pacientes, mediante la

técnica de Kinyoun.

Amplificar el gen SSU rRNA de Cryptosporidium spp. mediante PCR a partir del ADN

gendmico obtenido de las heces de los pacientes.

Identificar la especie de Cryptosporidium mediante RFLP, empleando las enzimas de

restriccion Sspl y Vspl.
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RESUMEN

Cryptosporidium es el agente causante de criptosporidiosis, una infeccién diarreica que
puede conducir a la deshidratacion severa y muerte en pacientes inmunocomprometidos.
Este parasito tiene una distribucion mundial, se han descrito 20 especies, asi como un
gran numero de nuevas variantes de Cryptosporidium. Los sintomas mas comunes de la
criptosporidiosis incluyen diarrea, nausea, vomitos, dolor abdominal y malestar general.
La forma infectante y diagndstica es el ooquiste. La introduccién de la tecnologia de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) proporcion6 un diagnostico especifico a
nivel de especie con alta sensibilidad, permitiendo un examen rapido, repetible y de alta
precision, con la capacidad de analizar gran nimero de muestras. Las herramientas
moleculares han sido aplicadas generalmente para la identificacion de los aislados de
Cryptosporidium en los seres humanos y animales a nivel de especie y genotipo. En la
actualidad, no existen estudios llevados a cabo en México para la identificacion de las
especies y genotipos circulantes de este parasito. El presente estudio esta dirigido a
caracterizar molecularmente mediante PCR-RFLP el gen SSU rRNA de
Cryptosporidium aislado de heces de pacientes en Hermosillo y la Cd. de México para
la identificacion de las especies y genotipos circulantes de este paréasito, permitiendo asi
el avance en el diagnostico etiologico certero. En este trabajo se analizaron 17 casos
positivos: se identificaron tres especies de Cryptosporidium: seis casos fueron C.
parvum (genotipo bovino), diez casos C. hominis (genotipo humano) y un caso C. felis.
Estos resultados se confirmaron mediante secuenciacion de los productos de PCR
anidados y su analisis. Este trabajo representa el primer reporte publicado de

Cryptosporidium en muestras de heces humanas en México.
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INTRODUCCION

Cryptosporidium es un género de parasitos protozoos que afecta a todas las especies de
mamiferos, peces, reptiles, y aves. En los ultimos afios, distintas causas de
inmunosupresion, en particular el VIH-SIDA, han situado a Cryptosporidium spp. como
un patégeno emergente. El género Cryptosporidium pertenece al Phylum Apicomplexa,
clase Coccidia, orden Eucoccidiorida, familia Cryptosporidiidae (Casemore, 1990).
Varias caracteristicas distinguen al género Cryptosporidium del resto de los coccidios, a
pesar de las similitudes en su ciclo de vida: relativa especificidad de hospedador,
capacidad de autoinfeccion enddgena, localizacion intracelular y extracitoplasmatica en
la célula hospedadora, y resistencia a la terapéutica antiparasitaria (Smith y col., 2007).
Veinte especies forman parte del género Cryptosporidium en la actualidad (Rossle y
col., 2013). Entre todas las especies identificadas, Cryptosporidium hominis
(anteriormente conocido como C. parvum genotipo 1) infecta casi exclusivamente
humanos. Cryptosporidium parvum (anteriormente conocido como C. parvum genotipo
I1) tiene una amplia gama de hospederos incluidos los seres humanos y los animales y ha
sido considerado como una especie de zoonosis. Por otra parte, Cryptosporidium canis,
Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium felis, Cryptosporidium andersoni,
Cryptosporidium muris y Cryptosporidium suis también han sido aislados de los seres

humanos inmunocompetentes (Xiao y col., 2001; Xiao y col., 2004; Fayer, 2010).

La transmision ocurre por la ingesta de agua contaminada con ooquistes, siendo
esta via la mas significativa. Muchos brotes epidémicos de EE.UU. han ocurrido en
parques acudticos y albercas publicas, aunque esta via de transmision por aguas
recreacionales es de menor importancia. Algo similar ocurre con alimentos
contaminados, tanto frescos como mal cocidos. La transmision directa entre individuos
se produce por falta de higiene o por contacto sexual anal-oral. Los hospitales y
guarderias favorecen la dispersiébn entre individuos, no necesariamente
inmunocomprometidos, porque los ooquistes excretados en las heces son completamente

infectivos. La criptosporidiosis es una de las mas graves infecciones oportunistas en



pacientes con SIDA. Un paciente con SIDA con conteos de linfocitos T CD4" <150
célulassmm® puede desarrollar una infeccién persistente, a menudo con una diarrea
cronica y mortal (Chen y col., 2002). Los resultados de los estudios epidemioldgicos
moleculares han permitido una mejor apreciacién de la importancia en salud pablica de
las especies y genotipos de Cryptosporidium en varios animales y mejorando el
entendimiento de la infeccion en humanos. Las areas geograficas, la temporada y las
diferencias socioecondmicas en la distribucion de Cryptosporidium spp. en humanos han
sido identificadas y han sido atribuidas a diferencias en la fuente de infeccidon en
humanos. El cuadro clinico dependera de caracteristicas propias del hospedador, como
edad y estado inmunoldgico, asi como también de la especie parasitaria involucrada y la
dosis infectiva (Carey y col., 2004). El signo clinico mas comun de la criptosporidiosis
es la diarrea, presente en el 92% de los casos (Caccio y col., 2006), aunque han sido

informadas infecciones asintomaticas (Fayer y col, 2008).

Para la identificacion de especies y genotipos son indispensables los estudios de
biologia molecular (Fayer y col, 2010). La introduccion de la tecnologia de la reaccion
en cadena de la polimerasa proporciona un diagndstico especifico a nivel de especie con
alta sensibilidad. La reaccion en cadena de la polimerasa permite un examen réapido,
repetible y de alta precision, con la capacidad de analizar un gran nimero de muestras
(Rossle y col., 2013). La PCR y el RFLP son utiles para diferenciar las especies y
genotipos de Cryptosporidium (Sulaiman y col., 1999).

En la actualidad, la nitazoxanida estd aprobada para el tratamiento de la
criptosporidiosis en nifios y adultos inmunocompetentes en los EE.UU. Sin embargo, la
nitazoxanida no es eficaz sin una respuesta inmune apropiada y por lo tanto ineficaz

contra individuos inmunocomprometidos (Gargala, 2008).



ANTECEDENTES

Criptosporidiosis

La criptosporidiosis constituye uno de los mayores problemas de salud publica en el
mundo, hasta el punto de ser considerada en la actualidad como una enfermedad
emergente. La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria ocasionada por especies
del género Cryptosporidium, ha sido reportada en mas de 40 paises en seis continentes,
tanto en pacientes inmunocompetentes como inmunocomprometidos (Dillingham y col.,
2002). La criptosporidiosis tiene una mayor incidencia en los paises en desarrollo,
especialmente en nifios, pacientes institucionalizados, desnutridos y en personas

inmunodeficientes (VIH) (Fayer y col., 2000).

Principalmente, la criptosporidiosis es responsable de la diarrea aguda
autolimitada en personas inmunocompetentes y diarrea potencialmente mortal en
personas inmunocomprometidas, especialmente en personas que reciben medicamentos
inmunosupresores y pacientes con SIDA (Rossle y col., 2013). En estudios de heces de
pacientes con gastroenteritis, la prevalencia de Cryptosporidium es del 1%-4% en
Europa y América del Norte y del 1%-37% en Africa, Asia, Australia y América del Sur
y Centroamérica (Menon y col., 2001; Tzipori y col., 2002; Mahgoub y col., 2004,
Mufioz-Antoli y col., 2011). Entre las especies de Cryptosporidium mas comunes en los
seres humanos se encuentra, C. parvum y C. hominis, los cuales son responsables de méas

del 90% de los casos humanos de la criptosporidiosis (Xiao y col., 2004).

El primer caso de criptosporidiosis humana fue reportado en 1976, siendo
descrito como una enterocolitis aguda, autolimitada en un nifio de 3 afios de edad (Nime
y col., 1976). Dos meses mas tarde, se informé de los primeros casos de
criptosporidiosis en pacientes inmunodeficientes, y los médicos comenzaron a reconocer
a Cryptosporidium spp. como un patdgeno oportunista que causa diarrea crénica en
pacientes con SIDA. Posteriormente, se reconocieron muchos casos y numerosas

epidemias. En la primavera de 1993, Milwaukee tuvo un brote de criptosporidiosis
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asociada con un aumento en la contaminacion de las fuentes de agua y una ruptura en el
proceso de filtracion del agua en la Planta de Tratamiento de Agua en la Avenida
Howard (la Planta Sur), provocando un fuerte aumento en la turbidez del agua. Mas de
400 000 personas se enfermaron, y mas de 100 personas inmunocomprometidas
murieron como resultado de la infeccidn por Cryptosporidium. Esta epidemia fue la mas
grande de la enfermedad a base de agua reportada en los Estados Unidos (Naumova y
col., 2003).

Numerosos brotes nosocomiales de la criptosporidiosis se han producido entre
los trabajadores de la salud, asi como pacientes en las unidades de trasplante de médula
6sea, los hospitales pediatricos y salas con pacientes infectados por el VIH (Rossle y
col., 2013). Ademas, los pacientes hospitalizados de edad avanzada también estan en
riesgo de infeccion por Cryptosporidium (Girotto y col., 2013; Ajjampur y col., 2011,
Naumova y col., 2003).

El Parasito: Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium fue reconocido por primera vez en el laboratorio por Tyzzer en el afio
de 1907, quien describio y aisl6 a Cryptosporidium muris del estomago de los ratones de
laboratorio (Tyzzer, 1910). Después, en 1912, Tyzzer describié una segunda especie
aislada en ratones de laboratorio, C. parvum (Tyzzer, 1912). Esta nueva especie difiere
de C. muris, no sélo mediante la infeccion del intestino delgado en lugar del estobmago,
sino también por tener pequefios ooquistes. Se consider6 a Cryptosporidium como un
comensal hasta su asociacion con diarreas en pavos jovenes en los afios 50, y con brotes

importantes de diarrea en terneros en los afios 70.

Cryptosporidium es un patdégeno importante tanto en animales domésticos y de
granja como en humanos, siendo reconocido como un problema de zoonosis; es
considerado por el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) como

un patogeno infeccioso emergente (Guerrant, 1997). Este parasito puede transmitirse por



contacto directo entre seres humanos y animales, o por contaminacion de los alimentos,
aungue la mayoria de los brotes de criptosporidiosis en humanos estan asociados con
agua potable o de recreo como piscinas 0 parques acuaticos. Debido a la féacil
diseminacion de Cryptosporidium en el suministro de agua es dificil controlar la
infeccion, causando un efecto devastador para las comunidades. Este parésito aparece
como uno de los agentes prioritarios transmitidos por el agua, de categoria B en los
programas de investigacion de biodefensa en el Instituto Nacional de Salud (NIH) y el
Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos
(Mac Kenzie y col., 1994).

Especies de Cryptosporidium

Hasta la fecha, 20 especies y cerca de 60 genotipos de Cryptosporidium se han
clasificado con la invalidacion de algunas antiguas y la introduccién de otros nuevos, 10s
cuales han sido encontrados con base a secuencias del gen SSU rRNA (Tabla 1)
(Insulander y col., 2013; Rossle y col, 2013). Las especies de Cryptosporidium fueron
clasificadas por las caracteristicas morfoldgicas de los ooquistes y por su habilidad de

infectar a un Unico hospedero especifico (Insulander y col., 2013).

Entre todas las especies identificadas, C. hominis (anteriormente conocido como
el C. parvum genotipo 1) infecta casi exclusivamente humanos. C. parvum
(anteriormente conocido como el C. parvum genotipo Il) tiene una amplia gama de
hospederos incluidos los seres humanos y los animales y ha sido considerado como una
especie de zoonosis. Por otra parte, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium
meleagridis, Cryptosporidium felis, Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium muris
y Cryptosporidium suis también han sido aislados de los seres humanos

inmunocompetentes (Xiao y col., 2001; Xiao y col., 2004; Fayer, 2010).



Tabla 1. Especies reconocidas del género Cryptosporidium.

Especie Hospedero Referencia
C. hominis Humano Morgan-Ryan y col., 2002
C. parvum Bovino, humano Gomez-Bautista y col., 2000
C. andersoni Bovino Lindsay y col., 2000
C. muris Roedor Pavlasek y col., 2007
C. suis Cerdo Ryan y col., 2004
C. felis Gato Morgan y col., 2000
C. canis Perro Fayer y col., 2001
C. wrairi Cobayo Vetterling y col., 1971
C. baileyi Gallina, pavo Current y col., 1986

C. meleagridis
C. bovis
C. galli
C. serpentis
C. saurophilum
C. molnari
C. scophtalmi
C. xiaoi
C. fragile
C. ryanae

C. fayeri

Pavo, humano, aves
Bovino, oveja
Aves
Reptil
Lagarto, serpiente
Pescado
Pescado
Oveja, cabra
Rana
Bovino

Canguro

Xiao y col., 2001
Fayer y col., 2005
Ryan y col., 2003
Pedraza-Diaz y col., 2009
Xiao y col., 2004
Alvarez-Pellitero y col., 2002
Alvarez-Pellitero y col., 2004
Fayer y col., 2009
Jirkli y col., 2008
Fayer y col., 2008
Ryan y col., 2008

Fuente: Rossle y col., 2013.



Taxonomia

Egyed y col. propusieron que las unicas especies de Cryptosporidium aceptables debian
ser aquellas que estuvieran caracterizadas de manera morfologica, bioldgica y
genéticamente (Egyed y col., 2003). Xiao y col. publicaron un consenso de los requisitos
minimos para nuevas especies de Cryptosporidium que incluian datos morfométricos de
los ooquistes, caracterizacion genética (incluyendo caracterizaciones multilocus cuando
sea posible), la identificacion de hospederos y la adhesion a las reglas de la Comisidn

Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN) (Xiao y col., 2004).

Cryptosporidium pertenece al phylum Apicomplexa, clase Coccidia, orden
Eucoccidiorida, familia Cryptosporidiidae. EI phylum Apicomplexa estd conformado
por numerosos géneros de parasitos eucariotas patdégenos de los seres humanos
(Plasmodium, Toxoplasma, Cryptosporidium, Cyclospora, Isospora) (Pérez, 2006). Una
caracteristica del phylum Apicomplexa es la presencia de un conjunto de organelos en la
zona apical como roptrias, micronemas, granulos densos, microtubulos y mitocondria
(Figura 1) solo visibles por microscopia electronica; éstos organelos le confieren al
paréasito la capacidad de invadir las células y multiplicarse como parasitos intracelulares.
Las roptrias, micronemas y granulos densos contienen una mezcla compleja de proteinas
gue son secretadas, ya sea en el extremo apical del zoito o dentro de la célula. Esas
proteinas cumplen funciones de adhesidn, unién especifica a la célula hospedera,
locomocion y formacion de la vacuola parasitéfora (Smith, 2007). EIl conoide es un cono
de fibrillas que favorece la penetraciéon a las células del hospedero, los microtibulos
estan relacionados con la motilidad del parésito y los microporos participan en la
ingestion de alimento durante la vida intracelular. Los estadios invasivos especializados
zoitos poseen motilidad direccional de deslizamiento a lo largo de su eje longitudinal
(Blackman y col., 2001).

Los coccidios son parasitos obligados de vertebrados e invertebrados que
presentan ciclos de vida complejos, monoxenos o heteroxenos, e infectan células

epiteliales del intestino, higado u otros érganos (Blackman y col., 2001). A pesar de las
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Conoide

Figura 1. Estructura de un Apicomplexa.

Fuente: http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/criptosporidia

sis.html



similitudes en sus ciclos de vida, varias caracteristicas distinguen al género
Cryptosporidium del resto de los coccidios: relativa especificidad de hospedador,
capacidad de autoinfeccion enddgena, localizacion intracelular y extracitoplasmatica en

la célula hospedadora, y resistencia a la terapéutica antiparasitaria (Smith y col., 2007).

El Ooquiste

La Unica forma infectiva y de diagndstico es el ooquiste, en materias fecales observadas
en fresco, se ven como cuerpos esféericos o elipticos, refringentes y muy pequefios que
no permiten hacer el diagndstico, por lo que se requiere hacer coloraciones especiales
como la técnica modificada de &cido-resistencia o Kinyoun, métodos de Giemsa o
nuevos métodos de inmunoensayos (Figura 2). A la coloracion se observan cuerpos
esféricos, de 4 a 6 um, rojos o rosados o transparentes porque toman el colorante de
manera no homogénea, de pared gruesa, con cuatro esporozoitos, una vacuola y un
cuerpo residual. En las células epiteliales del intestino presentan un tamafo entre 2 y 6
um y se encuentran localizados en vacuolas parasitoforas. Tienen ocho cromosomas de
tamafios moleculares semejantes y presenta uno de los genomas mas pequefios de los

organismos unicelulares eucarioticos (Rossle y col., 2013).

La dosis infecciosa es baja (menos de 10 ooquistes para algunas cepas (Fayer,
2004; Pantenburg y col., 2008). El periodo de prepatencia (desde la ingesta de los
ooquistes hasta su aparicion en la materia fecal) varia con el hospedador, la especie de
Cryptosporidium involucrada y la dosis infectiva. En terneros, se establecié un periodo
de prepatencia de 2 a 7 dias, mientras que en el humano tiene una duracion de 4 a 22
dias, segun se trate de individuos inmunocompetentes o inmunocomprometidos. El
periodo de patencia (eliminacion de ooquistes) tiene una duracion de 1 a 12 dias en
terneros, y de entre 1 y 20 dias en humanos (Del Coco y col., 2009). Las personas
inmunocomprometidas experimentan la infeccion cronica a largo plazo, a menudo duran

varios meses (Fayer, 2004). EI nimero de ooquistes excretados por un individuo infecta-



Figura 2. Observacion microscépica de Cryptosporidium spp. (A) Microscopia de
contraste diferencial de interferencia; (B) Tincion de Kinyoun; (C) Tincién con

safranina; (D) Ensayo de anticuerpos fluorescentes directos.

Fuente: http://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.htmi
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do puede variar en gran medida; pueden sobrevivir en el ambiente por largos periodos de
tiempo por debajo de 22 °C (Dillingham y col., 2002).

Ciclo Biologico de Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium tiene un ciclo de vida complejo, que tiene lugar dentro de la célula
epitelial intestinal y se completa en un solo hospedero. El ciclo evolutivo es monoxeno y
similar al de otros coccidios entéricos, con las fases de merogonia, gametogonia y
esporogonia. El sitio primario de infeccion de C. parvum y C. hominis es el intestino
delgado. En animales y humanos con inmunodeficiencias graves, este parasito también
ha sido encontrado en sitios extraintestinales como vias biliares, higado, vesicula biliar,
pancreas y pulmones (Chen y col., 2002). Otras especies como C. muris, C. andersoni y
C. serpentis se alojan en la mucosa gastrica, mientras que C. baileyi afecta al aparato

respiratorio.

Una vez ingeridos los ooquistes por el hospedador susceptible se produce el
desenquistamiento, es decir, la apertura de la pared del ooquiste a lo largo de una linea
de sutura; esto permite que los cuatro esporozoitos sean liberados para producir la
invasion (Figura 3) (Fayer, 2004). El desenquistamiento es un proceso que se cumple
exclusivamente en parasitos metabolicamente activos y que involucra la accion de
enzimas parasitarias como la proteinasa de cisteina, cuya funcion es degradar moco, y en
segundo lugar, la accion de enzimas intestinales, asi como cambios en la temperatura, el
pH vy sales biliares (Petry, 2004; Boulter-Bitzer y col., 2007). El contacto directo entre
los ooquistes y el acido sidlico presente en la superficie de las células intestinales

también constituye un estimulo para el desenquistamiento (Del Coco y col., 2009).

El phylum Apicomplexa se caracteriza por presentar un sistema de invasion
celular muy sofisticado. Los esporozoitos liberados son moviles e invaden activamente
la celula hospedadora. El extremo anterior de cada esporozoito se adhiere a travées del

ligando tipo circunsporozoito (CSL) a un receptor presente en las microvellosidades in-
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Figura 3. Ooquistes y esporozoitos de Cryptosporidium spp. Microscopia electronica de
barrido, aumento 16 000 X. A: esporozoitos (Sp) desenquistando a través de la linea de

sutura (Su); B: ooquiste vacio; C: esporozoito desenquistado; Ae: extremo apical.

Fuente: Fayer y col., 2008.
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testinales. Del extremo anterior del parésito surge una vacuola que se fusiona con la
membrana de la célula para formar una interfase hospedador-parésito. El parasito queda
contenido en una vacuola denominada parasitofora, de ubicacion intracelular pero

extracitoplasmatica.

Un organelo Unico de alimentacion o fijacion se desarrolla entre el parésito y el
citoplasma de la célula. Alli el paréasito crece y sufre una reproduccion asexual o fision
multiple (merogonia) y origina el meronte I, con 8 merozoitos en su interior; luego de la
ruptura del meronte I, los merozoitos liberados ingresan en una nueva célula epitelial y
desarrollan en su interior un meronte | (con 8 merozoitos) o Il (con 4 merozoitos). Esto
se debe a que algunos merozoitos | son capaces de reciclarse indefinidamente con la
produccién continua de merontes I. Los merozoitos liberados por el meronte 11 parasitan
nuevas células y se diferencian en macrogameto (femenino) y microgameto (masculino).
El macrogameto evoluciona a macrogameto inmovil femenina uninucleada y permanece

en el interior del enterocito.

El microgameto se multiplica por fision multiple y origina 16 microgametos
moviles que abandonan la célula parasitada en busca del macrogameto. Luego de la
fecundacién del macrogameto se origina el huevo o cigoto, Unico estado diploide del
ciclo, que resultara en el ooquiste al adquirir la pared quistica. Se produce la
esporogonia, en la cual el nucleo diploide sufre una meiosis y se forman cuatro células
haploides, los esporozoitos, que quedan contenidos dentro del ooquiste. Este se libera
finalmente del enterocito y es eliminado al medio ambiente (Figura 4) (Del Coco y col.,
2009).

El 20% de los ooquistes producidos sufren una falla en la formacién de la pared
y se denominan ooquistes de pared fina. Estos liberan los esporozoitos en la luz
intestinal y pueden ingresarse en nuevos enterocitos. Asi, C. parvum y C. hominis tienen
2 ciclos autoinfectivos: el reciclado continuo de los merontes tipo I, por un lado, y los
esporozoitos derivados de los ooquistes de pared fina, por el otro (Del Coco y col.,
2009).
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persona a persona (como en guarderias), /

Figura 4. Ciclo de vida de Cryptosporidium spp.

Fuente: Dillingham y col., 2002.
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Transmision de la Infeccion

El parasito se transmite por via fecal-oral y la infeccion puede ser adquirida por las

siguientes vias (véase Figura 5).

Agua Potable

Probablemente lo mas comun es la transmision por el agua, ya sea en el agua potable
clorada totalmente (que ha sido contaminada por lo general a través de las aguas
superficiales contaminadas) o de efluentes de aguas residuales, ya que el tratamiento de
aguas residuales a menudo no mata el paréasito (Korich y col., 1990; Fayer y col., 2000).
Fayer y col. (2000) han revisado unos 50 brotes hidricos reportados en todo los EE.UU.,
Reino Unido, Canada y Nueva Zelanda, y la documentacion de la contaminacion fecal
generalizada con ooquistes en las aguas residuales, el lodo activado, aguas superficiales
y subterraneas, y el agua potable tratada. Aunque sigue habiendo dudas sobre la
viabilidad, las especies y fuentes de ooquistes encontrados en el agua de la llave,
numerosos brotes (incluyendo el enorme brote de Milwaukee) documentan ampliamente
la importancia de la transmision por el agua de las infecciones por C. parvum en los

seres humanos (Dillingham y col., 2002).

Aguas Recreativas

Ademas, se han reportado 31 brotes (Fayer y col., 2000) que afectaron a mas de 10 000
personas y se han asociado con la exposicion a la criptosporidiosis en aguas de recreo, a
pesar de la cloracion y a menudo relacionados con los accidentes fecales frecuentes de

los recién nacidos, nifios pequefios que usan pafiales o personas incontinentes.
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Figura 5. Vias de transmision de Cryptosporidium spp.

Fuente: Putignani y col., 2010.
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Alimentos

Mientras que el agua es un vector bien conocido para la transmision de
Cryptosporidium, recientemente se esta viendo que los alimentos pueden jugar un papel
muy importante en la transmision de este parésito. Se han documentado varios brotes
asociados con alimentos, entre los cuales esta la sidra fresca de Maine y Nueva York
(Millard y col., 1994; Fayer y col., 2000), la leche pasteurizada en forma incorrecta en el
Reino Unido (Gelletlie y col., 1997), ensalada de pollo en Minnesota (CDC, 1996), las
cebollas verdes crudas en Spokane, Washington, y una cocinera infectada por cortar
verduras Yy frutas frescas en una cafeteria de Washington, DC (Quiroz y col., 2000).

De Persona a Persona

La transmision de persona a persona, se produjo en los hogares en un 5,4% (de los
contactos familiares que desarrollaron la enfermedad sintomatica en el brote de
Milwaukee) al 19% (de los familiares de los nifios infectados en Fortaleza, Brasil) (Mac
Kenzie y col., 1994). Los brotes nosocomiales estan probablemente relacionados con la
propagacion directa de persona a persona en ambientes institucionales, donde el
saneamiento es dificil. La asociacion con la exposicion sexual anal también refleja una

propagacion directa de persona a persona.

De Animal a Persona

El brote de criptosporidiosis entre los estudiantes de veterinaria en la década de 1980
ilustra el potencial para la transmision directa de animal a persona de C. parvum
(Current y col., 1983). Los casos de infeccion humana con genotipos de gato, perro, y

pavo también implican la transmision de animales a personas (Newman y col., 1994).
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Patologia de la Criptosporidiosis

Cryptosporidium ha sido reconocido como una causa de enfermedad gastrointestinal,
tanto en pacientes inmunocompetentes e inmunodeficientes. El sitio principal de
infeccion es el intestino delgado (Figura 6), aunque la infeccion puede propagarse a
través del tracto gastrointestinal y los sitios extraintestinales como vias biliares, higado,

vesicula biliar, pancreas y pulmones (Rani y col., 2009).

En los pacientes con VIH, las infecciones del intestino delgado suelen provocar
diarrea grave y reducir las tasas de supervivencia. En comparacién con una fuerte
infeccion del colon que, en ausencia de infeccidn del intestino delgado, puede causar
diarrea intermitente o incluso una infeccion asintomatica (Chalmers y col., 2010).
Aunque la infeccion duodenal fue la mas comdn en pacientes con SIDA, una infeccion

generalizada en todo el mineral en el tracto intestinal se asoci6 con diarreas méas graves.

Cryptosporidium interrumpe la funcion de la barrera intestinal y aumenta su
permeabilidad, conduce al desplazamiento de la frontera de las microvellosidades y
pérdida de la superficie del epitelio, provocando cambios en la arquitectura de las
vellosidades causando atrofia de las mismas y la infiltracion de células mononucleares
en la lamina propia (Chalmers y col., 2010), disminuye la absorcion y aumenta la
secrecion de liquido, electrolitos y nutrientes, lo que conduce a la desnutriciéon y la
diarrea acuosa (Rossle y col., 2013). En los paises en desarrollo, donde los nifios son
mas susceptibles a la infeccion, la criptosporidiosis en la primera infancia puede estar
asociada con el desarrollo fisico y cognitivo deficiente posterior, incluso en ausencia de
diarrea (Guerrant y col., 2011). La criptosporidiosis es una de las mas graves infecciones
oportunistas en pacientes con SIDA. Un paciente con SIDA con conteos de células T
CD4* <150/mm? puede desarrollar una infeccién persistente, a menudo con una diarrea

cronica y mortal (Chen y col., 2002).

Cryptosporidium spp. invade las células del epitelio biliar por la superficie

luminal de la membrana plasmatica y realiza en ella ambos ciclos causando efectos
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Figura 6. Micrografia que muestra la criptosporidiosis. Material de biopsia de intestino
delgado evidenciando atrofia de vellosidades y la presencia de ooquistes de

Cryptosporidium firmemente adheridos a la superficie epitelial de los enterocitos.

Fuente: Leite y col., 2006.
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citopéaticos (cambios bioquimicos y moleculares, morfol6gicos y de viabilidad celular) y
apoptosis. Los parésitos se encuentran adheridos al epitelio de los conductos biliares,
observandose edema, infiltracion linfocitica y destruccion de la mucosa subyacente. Esta
patologia no ha sido informada en pacientes inmunocompetentes con criptosporidiosis.
En biopsia pulmonar se ha encontrado neumonitis intersticial y trofozoitos de
Cryptosporidium spp. en el exudado inflamatorio alveolar tefiido (Dillingham vy col.,
2002).

Manifestaciones Clinicas

Se han reportado infecciones asintomaticas. Para otros, el curso clinico y la gravedad de
la infeccidn pueden variar considerablemente de persona a persona, dependiendo en gran
parte del estado inmune del hospedero y en menor medida, el niUmero de ooquistes
ingeridos (Tabla 2) (Fayer, 2004). El sintoma mas notable en personas
inmunoldgicamente sanas es la diarrea, generalmente de manera voluminosa y acuosa, a
veces con presencia de moco, pero la sangre y leucocitos son raros. Problemas de
malestar abdominal, anorexia, nduseas, vomitos, pérdida de peso, fiebre, fatiga y
respiratorias pueden acompafiar la diarrea. Estas diarreas son la manifestacion de un

cuadro de enteritis, que afecta fundamentalmente al yeyuno e ileon (Idris y col., 2010).

En personas inmunocompetentes, la infeccion puede ser asintomatica o producir
manifestaciones clinicas, generalmente de aparicion brusca y siempre autolimitadas
donde el sintoma mas frecuente es la diarrea, que puede acompafiarse de coélicos
abdominales y persisten durante 3 a 12 dias, rara vez méas de 2 semanas. Clinicamente no
se puede distinguir de otras enfermedades diarreicas. Se ha mencionado que por la
similitud de los sintomas y signos pueden confundirse con la intolerancia a la lactosa
(Fayer, 2004).

De manera general, en los individuos inmunodeficientes las manifestaciones

clinicas de la criptosporidiosis, en particular las diarreas, son mas intensas y de larga
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de la criptosporidiosis.

Caracteristica

Personas inmunocompetentes

Personas inmunocomprometidas

Poblacién susceptible

Lugar de infeccién

Presentacién entérica

Sintomas clinicos comunes

Duracion clinica

Gravedad segln el recuento
de TCD4+

>200 células/pL

<100 células/pL

<50 células/uL

Desarrollo de la infeccion

Tratamiento

Nifios, especialmente menores de 1
afio de edad y adultos de cualquier
edad

Usualmente intestinal

Asintomatica, aguda o persistente

Diarrea, fiebre, dolor abdominal,

vOmito, nauseas y pérdida de peso

Hasta 2 semanas

Alta mortalidad en recién nacidos y

nifios en paises en desarrollo

No requiere tratamiento especifico

Personas con SIDA,
transplantados, personas sometidas

a quimioterapia para cancer
Intestinal o extraintestinal

Asintomatica, transitoria, cronica y

fulminante

Diarrea, fiebre, dolor abdominal,
vémito, nduseas y pérdida de peso.
Manifestaciones extraintestinales

dependiendo del sitio de infeccion

De 2 dias hasta la muerte

Resolucién espontanea
Infeccién crénica y extraintestinal

Fulminante

Transitoria o asintomatica, crénica

o fulminante

Terapia antirretroviral altamente
activa sola o en combinacién con

agentes antiparasitarios

Fuente: Chen y col., 2002.
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duracion. En personas desnutridas, sobre todo en nifios, las diarreas son particularmente
intensas y prolongadas. Estas diarreas, en unos casos acenttan la desnutricion y en otros,
los méas graves, llevan a trastornos hidroelectroliticos severos que, a veces, pueden
conducir a la muerte del paciente. En individuos con inmunodeficiencias reversibles, la
intensidad y duracion de las diarreas dependen del grado de incompetencia del sistema
inmunolodgico. Generalmente, estas personas se recuperan cuando la causa de la
inmunodeficiencia se elimina. La criptosporidiosis es la infeccion entérica de mayor
significado clinico y epidemiol6gico en pacientes con SIDA. En estos casos ha sido
demostrado que la severidad del cuadro clinico esta relacionada con la cantidad de
células CD4" en sangre periférica (a menor nimero de éstas, mayor gravedad y duracion

de los sintomas).

Las diarreas suelen ser severas y persistentes, con importantes pérdidas de
liquidos (se han cuantificado 10 L o mas de diarreas acuosas en un solo dia). La
deshidratacién y desbalances hidroelectroliticos a que dan lugar estas diarreas pueden
conducir a la muerte del paciente. En particular en casos con severas reducciones del
numero de células CD4" en sangre periférica (menor de 200 células/mL), también puede
ocurrir la extensién de la infeccion al resto del sistema digestivo y al aparato
respiratorio. La localizacion extraintestinal de la infeccion por criptosporidiosis ha
sugerido la posible diseminacion hematégena de esta parasitosis. En este Gltimo tipo de
pacientes, hay casos en los que se han registrado mas de 70 evacuaciones por dia, con

una pérdida de hasta 25 litros de liquido (Chalmers y col., 2010).

Prevencion
Las medidas profilacticas son de gran importancia en el control de la criptosporidiosis.

Debido a que la transmision se produce principalmente a través del contacto directo y el

consumo de agua contaminada, las medidas generales de higiene y el tratamiento del
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agua de consumo constituyen las principales medidas de prevencion (Del Coco y col.,
2009).

La eliminacion de este microorganismo de las aguas constituye un desafio
permanente para las plantas de tratamiento, aln en paises con tecnologia avanzada. El
proceso de potabilizacion para lograr agua potable que cumpla los requisitos exigidos
por la legislacion vigente, abarca las etapas de coagulacién, floculacion, decantacion,
filtracion y desinfeccion. Dado que los ooquistes resisten las condiciones del medio
ambiente, que el cloro a las concentraciones usadas para potabilizar el agua no los
destruye y que son infectivos aln en bajas dosis, es obvio que, una vez superadas las
barreras de coagulacion, filtracion y desinfeccion, el microorganismo estard en
condiciones de infectar un nuevo hospedero. Las medidas que se toman habitualmente
durante el procesamiento de alimentos (pH bajo, congelamiento, calentamiento a 55°C
por 30 segundos o a 70 °C por 5 segundos) para controlar la transmision de
enfermedades infecciosas y zoonosis son (tiles para eliminar el parasito (Dillingham y
col., 2002).

Por otro lado, para las personas inmunocomprometidas, las mejores medidas de
profilaxis son las buenas practicas de higiene, evitar la recreacion en albercas publicas,
evitar el consumo de aguas superficiales no potabilizadas y evitar el contacto con
animales jovenes. En hospitales, laboratorios y centros de atencion de la salud deberia
minimizarse el contacto con fuentes de infeccidn; esto implica el aislamiento de
personas infectadas, el manejo cuidadoso de todo material biolégico peligroso, la
correcta gestion y disposicion de residuos bioldgicos (Lujan y col., 2008).

Epidemiologia y Distribucion Geografica de la Criptosporidiosis

La criptosporidiosis es una infeccion de considerable incidencia tanto en paises
desarrollados como en desarrollo. Si bien los primeros casos fueron notificados en 1976,

la enfermedad adquirié verdadera importancia a partir del verano de 1993, cuando se
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produjo el brote epidémico mas importante a nivel mundial, en Milwaukee, EE.UU., que
afectd a méas de 403 000 personas (Fayer, 2004). Desde entonces, los casos de
criptosporidiosis han sido informados en mas de 40 paises. La prevalencia de
infecciones humanas es menor en los paises industrializados en los cuales la poblacion
tiene acceso a mejores servicios sanitarios y agua de bebida mas limpia que en los paises
menos desarrollados (Lujan y col., 2008).

Los ooquistes de Cryptosporidium spp. presentan caracteristicas biologicas
trascendentales para la epidemiologia y su propagacion: ooquistes que son altamente
resistentes al cloro (y acido), tamafio relativamente pequefio, baja dosis infecciosa,
naturaleza completamente esporulado e infeccioso inmediatamente después del
vertimiento y su potencial zoono6tico (al menos para las cepas distintas de C. parvum,
genotipo 1) (Tabla 3) (Dillingham y col., 2002; Fayer, 2004). La transmisién zoonética y
antroponotica de C. parvum ocurre mediante la exposicién a animales infectados o al
agua contaminada por las heces de esos animales. Con respecto a la transmision
antropondtica de C. hominis, la dispersion ocurre por contacto directo con individuos

infectados o por ingesta de aguas contaminadas por heces.

Los resultados de los estudios epidemioldgicos moleculares han permitido una
mejor apreciacion de la importancia en salud publica de las especies y genotipos de
Cryptosporidium en varios animales y mejorando el entendimiento de la infeccion en
humanos. Las areas geograficas, la temporada y las diferencias socioeconémicas en la
distribucion de Cryptosporidium spp. en humanos han sido identificadas y han sido

atribuidas a diferencias en la fuente de infeccidon en humanos.

C. hominis y C. parvum son los agentes que mayormente causan criptosporidiosis
en individuos tanto inmunocompetentes como inmunocomprometidos, pero su
prevalencia varia en diferentes regiones del mundo. Distintos analisis macro-
epidemioldgicos muestran que C. hominis es mas prevalente en el Norte y Sur de
América, Australia y Africa, donde C. parvum causa mas infecciones en humanos en

Europa, especialmente en Reino Unido. Particularmente C. meleagridis puede ser con-
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Tabla 3. Caracteristicas especiales de Cryptosporidium que son relevantes para su

epidemiologia y transmision.

Caracteristica

Importancia epidemioldgica

Ooquistes resistentes al

cloro (y acido)

Tamanio relativamente

pequefio

Baja dosis infecciosa

Totalmente infeccioso al

contacto

Potencial zoonoético

Facilmente extendido en agua o piscinas totalmente

clorados y en alimentos acidos (por ejemplo, la sidra)

Dificil para filtrar; es una amenaza a la industria del

agua

Adquirida facilmente, con altas tasas de infeccion (por

ejemplo, agua de Milwaukee, hospitales y hogares)

Propagacion de persona a persona (por ejemplo,

hogares, hospitales y guarderias)

Contacto con animales (por ejemplo, los estudiantes de

veterinaria; ganado y los brotes en zooldgicos)

Fuente: Dillingham y col., 2002.
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firmado como un patdégeno emergente del humano, siendo responsable de 1% de todas
las infecciones en Inglaterra y cerca del 10% en Peru, donde prevalece altamente C.

parvum.

El genoma completo de C. parvum y C. hominis ha facilitado el descubrimiento
de numerosos polimorfismos genéticos, los cuales han sido usados como marcadores
genéticos para la caracterizacion de rutas de transmision y poblacion de parasitos
(Widmer, 2009).

Diagnostico de la Criptosporidiosis

El diagnostico de rutina de la criptosporidiosis en la mayoria de los paises se ha basado
en la deteccion microscopica de ooquistes después de la tincion del frotis fecal. Los
métodos de concentracidn que utilizan los principios de flotacion y sedimentacion se han
utilizado ampliamente, con soluciones tales como sacarosa, sal, sulfato de zinc y de
formol-éter (Blagburn y col., 2006; Tuli y col., 2010); la utilizacion de métodos de
concentracion de materia fecal aumenta la sensibilidad del diagnostico microscépico
(Del Coco y col., 2009). Suelen utilizarse las técnicas de coloracion de Ziehl-Neelsen
modificada o Kinyoun (Zaglool y col., 2013). EI método de Kinyoun es eficiente y
confiable para el diagnostico de Cryptosporidium (Figura 2); sin embargo, a pesar de ser
facil y de bajo costo, no pueden distinguir entre especies y genotipos de

Cryptosporidium (Morgan y col., 1997).

Se han desarrollado métodos inmunol6gicos basados en la deteccidn de antigenos
que utilizan anticuerpos para detectar ooquistes. Es preferible la prueba de anticuerpos
monoclonales que anticuerpos policlonales, ya que no mostr6 reactividad cruzada con
otras especies (Latif y col., 2008). Los kits basados en la inmunofluorescencia, utilizan
un anticuerpo monoclonal con isotiocianato de fluoresceina conjugado anti-
Cryptosporidium que reconoce epitopos de la superficie del ooquiste de

Cryptosporidium (Chalmers y col., 2011); sin embargo, este tipo de métodos es caro y
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necesita equipo especializado como microscopio de fluorescencia.

La introduccién de la tecnologia de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
proporciona un diagndstico especifico a nivel de especie con alta sensibilidad. La PCR
permite el examen rapido, repetible y de alta precision, con la capacidad de analizar un
gran numero de muestras (Fayer y col., 2000). Una variedad de loci de genes se utilizan
en el diagnostico de ADN Cryptosporidium, incluyendo la pequefia subunidad del rRNA
(también conocido como 18S ARNI) (Xiao y col., 1999), la proteina de choque térmico
(gen HSP70) (Sulaiman y col., 2000), el gen de la proteina de la pared del ooquiste de
Cryptosporidium (COWP) (Patel y col., 1999), la glicoproteina GP60 (Xiao, 2010), el
gen para la proteina adhesiva relacionada a tromboespondina de Cryptosporidium-1
(TRAP-C1) (Spano y col., 1998) y el gen de la actina (Sulaiman y col., 2002).

Sin lugar a dudas, los marcadores de ADN estan en la vanguardia en los estudios
de Cryptosporidium spp. EI SSU rRNA ha sido el marcador genético utilizado con
mayor frecuencia para Cryptosporidium. En la actualidad, 28 de las 30 especies
nombradas se pueden identificar mediante el analisis completo o parcial de SSU rRNA,
gue actlia como un "codigo de barras" que permite la reconstruccion filogenética de todo

el género Cryptosporidium (Slapeta, 2013).

El estudio de los genes de la subunidad pequefia del rRNA (SSU rRNA) divide a
las especies del género Cryptosporidium en dos grupos; uno formado por C. muris y C.
serpentis, y otro formado por C. felis, C. meleagridis, C. wrairi y C. parvum. Este
estudio (gen SSU rRNA) es utilizado generalmente en la genotipificacion de
Cryptosporidium en humanos, animales y muestras de agua. Una revision de estudios
originales de genotipificacion de Cryptosporidium en los ultimos afios revel6 el uso de
herramientas basadas en el gen SSU rRNA en 100 (86%) de 116 publicaciones. En
particular, una herramienta de uso comun por PCR-RFLP utiliza la amplificacion de un
fragmento hipervariable de 830 pb del gen ribosomal y el uso de las enzimas de
restriccion Sspl y Vspl para la genotipificacion se ha reportado en 70 (60%) de 116

publicaciones. El uso generalizado del gen SSU rRNA en la genotipificacién de
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Cryptosporidium se debe principalmente a la naturaleza multicopia del gen y la
presencia de las regiones semiconservadas e hipervariables, que facilitan el disefio de
cebadores especificos para el género (Xiao y col., 2009). Se han descrito ocho genotipos
en C. parvum al estudiar los genes que codifican la proteina externa de membrana
(COWP), la proteina adhesiva relacionada a trombospondina C1 (TRAP-C1) y el gen
SSU rRNA, siendo los de origen humano y bovino los que presentan mayor importancia
clinica. El genotipo bovino se asocia a infecciones humanas producidas por contacto

directo con bovinos infectados o sus heces (Xiao y col., 2008).

Las herramientas basadas en el analisis de los genes codificantes de la proteina
de la pared del ooquiste (COWP) se utilizaron en s6lo 23 de las 116 publicaciones
originales (muchos de ellos en combinacion con herramientas basadas en SSU rRNA) y
otros genes se utilizaron raramente. Las herramientas de PCR basadas en estos genes en
general, s6lo amplifican el ADN de C. parvum, C. hominis, C. meleagridis y
especies/genotipos estrechamente relacionados con C. parvum (Xiao y col., 2009).

Estas herramientas son cada vez mas utilizadas en los estudios epidemioldgicos
de la criptosporidiosis en las zonas endémicas y epidémicas, lo que ha mejorado
significativamente la comprension de la transmision de la criptosporidiosis en humanos

y animales (Xiao, 2010).

Tratamiento de la Criptosporidiosis

En las ultimas décadas, los conocimientos sobre la fisiopatologia, el ciclo bioldgico y el
diagnéstico de Cryptosporidium, han avanzado notoriamente. Sin embargo, en los
campos de la terapéutica y la profilaxis, han fracasado los intentos destinados al hallazgo
de un agente quimioterapico efectivo contra el parasito. Aunque mas de 200 drogas han
sido probadas tanto in vivo como in vitro, ninguna de ellas resulté totalmente efectiva en
el tratamiento de la infeccion (Caccio y col., 2006). La elevada prevalencia de infeccion

y las limitadas opciones de tratamiento actuales impulsan el desarrollo de nuevos
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agentes terapéuticos (Rossignol, 2010).

En la actualidad, la nitazoxanida est& aprobada por la FDA para el tratamiento de
la criptosporidiosis en nifios y adultos en los EE.UU.; sin embargo, la nitazoxanida no es
eficaz sin una respuesta inmune apropiada y por lo tanto ineficaz en aquellos individuos
inmunocomprometidos (Gargala, 2008). El tratamiento que se aplica actualmente a los
pacientes inmunocompetentes es la rehidratacion y reposicion de sales.

Las tasas de recuperacion y supervivencia ha mejorado draméaticamente con el
uso de la terapia antirretroviral de gran actividad, lo que provoca un aumento en la
cuenta de linfocitos T CD4" en individuos inmunocomprometidos (Carey y col., 2004).
La introduccidn de los inhibidores de la proteasa en la terapia antirretroviral es altamente
efectiva, interfiriendo directamente con el ciclo de vida del parasito (Hommer y col.,
2003). Cuando no es posible administrar una terapia antirretroviral o la misma resulta

inefectiva, se recurre a la combinacién de un agente antiparasitario y uno antidiarreico.

Las drogas antiparasitarias cominmente usadas son paromomicina, azitromicina
y nitazoxanida, solas o en diferentes combinaciones, las cuales resultan moderadamente
efectivas. La interpretacién contrapuesta de los resultados de ensayos clinicos para
probar la efectividad de drogas antiparasitarias puede ser atribuida, al menos
parcialmente, al uso de diferentes genotipos de Cryptosporidium por diferentes grupos
de investigacion (Lujan y col., 2008).

Dado que no hay ningan farmaco que logra la completa eliminacion de
Cryptosporidium en el hospedero, se prefiere la terapia de apoyo, tanto en humanos y
animales domésticos; esto consiste en el reemplazo de liquidos y electrolitos, apoyo

nutricional y medicamentos contra la diarrea (Zintl y col., 2009).
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MATERIALES Y METODOS

Disero del Estudio

Se realiz6 un estudio transversal descriptivo mediante un muestreo no probabilistico por

conveniencia.

El presente estudio se llevd a cabo de agosto del 2012 a junio del 2014 en el
Laboratorio de Investigacion de la Universidad de Sonora. Se recolectaron muestras en
guarderias publicas y privadas (Hermosillo, Sonora), en el Laboratorio de Parasitologia
de la Universidad de Sonora (Hermosillo, Sonora), en el Hospital Infantil del Estado de
Sonora (HIES, Hermosillo, Sonora) y en el Laboratorio de Parasitologia del Hospital
Infantil de México Federico Gémez (HIMFG, Cd. de México, Distrito Federal).

Declaraciones de Etica

El reclutamiento de los pacientes infectados con Cryptosporidium spp. diagnosticados
por el método de Kinyoun se llevo a cabo en la Universidad de Sonora, en el HIES y las
muestras positivas del HIMFG fueron proporcionadas por la Dra. Rosa Maria Bernal. El
analisis del gen SSU rRNA de Cryptosporidium se realiz6 en la Universidad de Sonora.

Todos los participantes firmaron previamente un consentimiento informado
(ANEXO 1), explicando el objeto de la investigacion, incluidos los riesgos y beneficios,
todo esto buscando siempre salvaguardar la integridad del individuo. El proyecto fue
evaluado y aprobado por el comité de ética del Hospital Infantil del Estado de Sonora.

Los Pacientes y el Control

Las muestras incluidas en este proyecto de investigacion fueron de pacientes que
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acudieron al servicio del Laboratorio de Parasitologia del Hospital Infantil del Estado de
Sonora (HIES), del Laboratorio de Parasitologia de la Universidad de Sonora y del
Laboratorio de Parasitologia y Micologia del Hospital Infantil de México Federico
Goémez (HIMFG). Los criterios de inclusion de los participantes fueron: género
indistinto, edad indistinta, muestra de heces con resultado positivo a ooquistes de
Cryptosporidium spp. por el método de Kinyoun, con o sin sintomas de la infeccion; los
criterios de exclusion fueron: muestra identificada incorrectamente, con cantidad de
heces insuficiente 0 muestra contaminada con hongos y los criterios de eliminacién
fueron: que el participante no firmaré el consentimiento, que decidiera no participar en
el estudio o que el diagndstico parasitoldgico por el método de Kinyoun fuese negativo a

ooquistes de Cryptosporidium spp.

Se cont6 con ADN de dos especies diferentes de Cryptosporidium: C. parvum y
C. hominis de pacientes con VIH en Perd, previamente identificados por el analisis de
PCR-RFLP del gen SSU rRNA y la secuenciacion de ADN del gen GP60 (Cama y col.,
2007).

Muestras y Procesamiento de Materia Fecal

Las muestras fueron recolectadas en recipientes especiales (de plastico con boca ancha y
tapdn de rosca) por el paciente o tutor. Las muestras de Sonora fueron transportadas en
hieleras con refrigerantes al Laboratorio de Investigacién de la Universidad de Sonora,
asi también las muestras de la Cd. de México fueron enviadas por paqueteria al mismo
laboratorio. Todas las muestras fueron procesadas y evaluadas microscopicamente en
busca de ooquistes de Cryptosporidium spp. mediante el método de Kinyoun (Ziehl-
Neelsen modificado). Las muestras fueron almacenadas a 4 °C hasta su analisis. Después
se realizo la extraccion de ADN genOmico para proceder a realizar el diagnostico
molecular por PCR-RFLP del gen SSU rRNA.

31



Diagnostico de Ooquistes de Cryptosporidium spp. por el Método de Kinyoun

Se elabord un frotis delgado de la muestra de heces y se fij6 con calor. Después se
colocé el portaobjetos en un puente de tincion, donde se agregé metanol y se dejé secar
por 5s. Se cubrid con fucsina basica al 1% durante 2 min y se lavé con agua de la llave.
Se decolord con acido sulfurico al 10%, luego se lavo con agua por varias ocasiones
hasta lograr un rosa palido. Se cubrid con verde brillante al 1% durante 30 s para lograr
una coloracién de contraste, se lavé con agua y se dejo secar. Se observé el frotis al
microscopio con aceite de inmersién con el objetivo 100x en busca de ooquistes de
Cryptosporidium spp. (ANEXO I1).

Extraccion de ADN

Se colocaron 1.4 mL de amortiguador de lisis (ASL) en un tubo eppendorf, se
adicionaron 200 pL de una suspension de la muestra de heces. Se aplicaron 5 cambios
de temperatura de -80 °C a 96 °C. Se mezclé en vortex por 1 min en cada ciclo, después
se centrifugd a 16 000 g por 1 min, se pasaron 1.2 mL del sobrenadante a otro tubo de 2
mL. Se adicion6 una tableta Inhibitex (para adsorcion de impurezas) y se mezclé de
inmediato en vortex por 3 min, luego se dejé 1 min a temperatura ambiente para
posteriormente centrifugar por 3 min a 20 000 g. Se pasé todo el sobrenadante a otro
tubo de 1.5 mL y se centrifug6 por 3 min a 16 000 g. Se colocaron en otro tubo de 1.5
mL, 15 pL de proteinasa K (descomposicion de proteinas) y 200 pL del sobrenadante
del paso anterior, ademas se agregaron 200 pL de amortiguador AL (solucion de lisis a
base de guanidina), esto se mezcl6 en vértex por 15 s. La mezcla se calent6 a 70 °C por
10 min y se centrifugd por 1 min a 16 000 g. Posteriormente se adicionaron 200 pL de
etanol absoluto, se mezclo en vortex y se centrifugd 1 min a 16 000 g. Se pasoé todo el
sobrenadante a una columna QlAamp spin y se centrifugd 1 min a 16 000 g. Se cambid
la columna a otro tubo de coleccion y se adicionaron a la columna 500 pL de

amortiguador AW1 (solucion de lavado astringente a base de etanol que contiene una
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baja concentracion de guanidina), se centrifugé 1 min a 16 000 g, luego se cambié la
columna a otro tubo de coleccion. Se adicionaron a la columna 500 pL de amortiguador
AW?2 (solucion con etanol a base de Tris que elimina cualquier sal presente) y se
centrifugo por 3 min a 16 000 g. Se cambio la columna a un tubo eppendorf de 1.5 mL y
se adicionaron 200 pL de amortiguador de elusién AE (solucion de Tris-EDTA que
eluye el ADN unido a la membrana). Se incub6 1 min a temperatura ambiente y se
centrifugd 1 min a 16 000 g para eliminar la columna y se guardé el ADN filtrado a -20
°C (Jiang y col., 2005).

Amplificacion por PCR del Gen SSU rRNA

PCR primaria

Se etiquetd un tubo como mezcla de reaccion y se afiadieron los reactivos por orden:
28.1 pL de agua, 5.0 pL de amortiguador 10X, 3.0 puL de MgCl; (25 mM), 2.0 pL de
albumina sérica bovina (10 mg/mL), 8.0 uL de dNTP (1.25 mM), 1.3 pL de iniciador F1
(10 puM), 1.3 pL de iniciador R1 (10 puM) y 0.3 pL de Taq Polimerasa (2.5 U/uL). Se
multiplicaron todas las cantidades de los reactivos por el total de muestras a amplificar
con objeto de que al realizar esta mezcla se tenga la cantidad exacta de los reactivos que
conforman la mezcla de reaccion y sea la cantidad adecuada para que se pueda llevar a
cabo la amplificacion. Se colocaron 49 L de la mezcla de reaccion a cada tubo de PCR
y se agregd 1 pL. de ADN extraido de la muestra a cada tubo. Se etiquetaron los tubos
controles y los tubos de las muestras, y se colocaron en el termociclador. Se realizaron
35 ciclos de amplificacion (94 °C durante 45 seg, 55 °C durante 45 seg, y 72 °C durante
1 min), con una temperatura inicial de 94 °C por 3 min y una extension final de 72 °C
durante 7 min. Los iniciadores que se utilizaron en la amplificacion primaria fueron:
iniciador F1 (5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3") y el iniciador R1 (3-CCCATTTC
CTTCGAAACAGGA-5"), obteniendo un amplicon de 1322 pb (Xiao y col., 1999).
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PCR anidada

Se etiquetd un tubo como mezcla de reaccion y se afiadieron los reactivos por orden:
26.5 pL de agua, 5.0 pL de amortiguador 10X, 3.0 uL de MgCl; (25 mM), 8.0 pL de
dNTP (1.25 mM), 2.6 pL de iniciador F2 (10 uM), 2.6 pL de iniciador R2 (10 uM) y 0.3
pL de Taqg Polimerasa (2.5 U/uL). Se multiplicaron todos los reactivos por el total de
muestras a amplificar. Se afiadieron 48 uL de la mezcla de reaccion a cada tubo de PCR
y se agregaron 2.0 puL del producto de la PCR primaria a cada tubo. Se etiquetaron los

tubos controles y los tubos de las muestras, y se colocaron en el termociclador.

Se emplearon condiciones de PCR estandar, con una desnaturalizacion de 3 min
a 94 °C seguida de 35 ciclos de amplificacion (94 °C durante 45 seg, 55 °C durante 45
seg, Y 72 °C durante 1 min), finalizando con una elongacion de 72°C durante 7 min. Para
la PCR anidada, se utilizaron: el iniciador F2 (5-GGAAGGGTTGTATTTATTAGA
TAAAG-3) y el iniciador R2 (5-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3), obteniendo
un amplicon de 826 a 864 pb (Xiao y col., 1999).

Anadlisis de RFLP del Gen SSU rRNA

Se etiquetd un tubo como mezcla de reaccion Sspl y se afadieron los reactivos por
orden: 5 pL de amortiguador Sspl y 1 pL de la enzima de restriccion Sspl. De igual
forma se etiquetd otro tubo como mezcla de reaccién Vspl y se afiadieron: 5 uL de
amortiguador D, 1 pL de albumina sérica bovina y 1 puL de la enzima de restriccion
Vspl. Se multiplicaron todos los reactivos por el total de muestras a digerir con objeto de
que al realizar estas mezclas se obtuviera la cantidad exacta de los reactivos que
conforman las mezclas de reaccion y sean la cantidad adecuada para que se pueda llevar
a cabo la digestion de restriccion. Se transfirieron 6 uL de la mezcla Sspl a cada tubo y
se afiadieron 10 pL del producto de la PCR anidada a cada tubo y se mezclo; se

transfirieron 7 pL. de la mezcla Vspl a cada tubo y se afiadieron 10 pL del producto de
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PCR anidada a cada tubo y se mezclé. Se dejo incubando a 37 °C durante 4 horas. Se
realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 2%, utilizando 6 pL del producto de la
reaccion de digestion de restriccion y 2 pulL del amortiguador de carga en cada pozo. Se
identificaron las especies de Cryptosporidium y genotipos con base en los patrones de
las bandas de RFLP (ANEXO I11) (Meamar y col., 2006; Dearen, 2009).

Deteccion de los Productos Amplificados

La deteccion de los productos amplificados se llevo a cabo mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1.2%. Para preparar el gel fue necesario pesar 0.36 g de agarosa,
colocandola después en 30 mL de amortiguador TAE 1X con el colorante Sybersafe. Se
calento la agarosa por 30 s en un horno de microondas. El gel se vertio en el soporte para
su solidificacién y luego se montd el gel en la camara de electroforesis, donde
previamente se agregaron 300 mL de solucion TAE 1X. En cada pozo se adicionaron 5
ML de muestra de ADN obtenido de la PCR anidada mas 2 pL del amortiguador de
carga. En uno de los pozos del gel se agregaron 4 uL del marcador de peso molecular
1000 bp Molecular Ruler (BIORAD) mas 2 pL del amortiguador de carga. Se realizé la
corrida electroforética a 90 volts por 30 min, pasado el tiempo se realiz6 un cambio de
voltaje (100 volts) por 20 min. Se escurrio el gel y se colocé en un transiluminador UV
(BIORAD) para ser fotodocumentado.

Secuenciacion

La identificacion de los genotipos de Cryptosporidium se confirmd secuenciando los
productos de PCR anidado del gen SSU rRNA. Los productos de PCR se procesaron
mediante el protocolo de GFX™ PCR DNA and gel band purification kit, de QIAGEN.
Una vez purificados y cuantificados se secuenciaron segin el método descrito por

Sanger en el laboratorio de la Universidad de Arizona (Genomic Analisis and
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Technology Core; GATC). Las secuencias se compararon con los aislados en la base de
datos GenBank utilizando el Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Se realizaron también alineamientos de

secuencias multiples (CLUSTALW,; http://www.genome.jp/tools/clustalw/).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislados y Prueba de Kinyoun

En este estudio se caracterizaron los aislados de pacientes inmunocompetentes e
inmunocomprometidos en los cuales se detectaron ooquistes de Cryptosporidium spp.
por microscopia en muestras de heces diarreicas y no diarreicas tefiidas por el método de
Kinyoun (Ziehl-Neelsen modificado) (Figura 7). Se obtuvieron 17 muestras de heces
positivas mediante la tincion de Kinyoun para ooquistes de Cryptosporidium spp.; 10
muestras procedentes de la Ciudad de México, Distrito Federal y 7 muestras de

Hermosillo, Sonora.

En México, los datos epidemioldgicos acerca de la criptosporidiosis son escasos,
ya que son pocos los hospitales que declaran la presencia de Cryptosporidium spp.
mediante la observacion e identificacion de ooquistes esto llevado a cabo mediante la
tincion de Kinyoun o Ziehl-Neelsen modificada. De ahi la importancia de mostrar que
esta prueba presuntiva es facil y de manera rapida identifica a pacientes portadores de
este parasito. Una vez identificadas las muestras positivas se puede continuar con la
identificacion de la especie.

Caracteristicas de los Pacientes

Doce pacientes eran de sexo masculino; 9 de las 17 muestras positivas fueron de
pacientes inmunocomprometidos (53%): 3 pacientes con infeccion con VIH, 3 pacientes
con desnutricion, 1 paciente con VIH y desnutricion y 2 pacientes sometidos a
trasplante. Tres de 17 (18%) muestras positivas fueron de pacientes inmunocompetentes
con diarrea y uno con sindrome de Down. Cabe mencionar que no se obtuvieron los

datos clinicos de 4 pacientes con Kinyoun positivo procedentes del HIMFG (Tabla 4).

Es logico pensar que los pacientes inmunocomprometidos, especialmente aque-
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Figura 7. Ooquistes de Cryptosporidium spp. observados con la tincién de Kinyoun.
Los ooquistes se encuentran sefialados.
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Tabla 4. Caracteristicas demogréficas de los casos de criptosporidiosis.

Paciente Edad Sexo  Origen Aspectos Clinicos
M2 1 afio M HIMFG ND
M3 14 afios M HIMFG Insuficiencia renal cronica, trasplante de rifion
M4 3 afios F HIMFG Sindrome de Down, glaucoma congénito
M5 5 afios M HIMFG VIH, Discapacitado mentalmente
M6 4 afios M HIMFG VIH
M8 9 meses M HIMFG ND
M10 9 afios M HIMFG ND
M11 10 afios F HIMFG VIH
M12 3 afios M HIMFG  Postrasplante, gastroenteritis aguda, deshidratacion
M13 2 afios M HIMFG ND
S1 9 afios M HIES VIH, desnutricion severa, candidiasis oral,
gastroenteritis, sepsis
S2 1 afio M HIES Neumonia, desnutricion moderada, gastroenteritis
aguda, enfermedad granulomatosa pulmonar
S3 8 meses M HIES Deshidratacion, gastroenteritis aguda
S4 7 meses F HIES Gastroenteritis aguda, deshidratacion, desnutricion
leve, neumonia
S5 9 meses F HIES Desnutricion severa, diarrea cronica, infeccion en
vias urinarias
S6 42 afos M USON Diarrea
S7 6 afios F HIES Anemia, diarrea
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llos con VIH, podrian ser mas susceptibles a infecciones oportunistas con una amplia

variedad de especies y genotipos del parasito.

En relacién con el tipo de inmunocompromiso, los pacientes con infeccion por
VIH/SIDA se infectan mayoritariamente con C. hominis en E.U.A., Per(, Brasil, Kenia,
Malawi, Vietnam e India (Muthusamy y col., 2006; Gatei y col., 2006; Cama y col.,
2007) y con C. parvum en el Reino Unido (Thompson y col., 2005). Estos datos sugieren
que los pacientes infectados con VIH tienen mayor riesgo de infeccion con C. hominis y
C. parvum como sucedio en este estudio, donde sélo en un caso se detectd C. felis. En
algunas zonas geograficas este tipo de pacientes parecen ser mas propensos a otras
especies de origen animal, tales como: C. andersoni, C. canis, C. felis, C. muris, C.
wrairi, C. meleagridis, C. baileyi, C. saurophylum y C. serpentis (Xiao, 2010), lo que
sugiere que la transmision zoonoética juega un papel importante en pacientes
inmunodeficientes (Xiao y col., 2000). Sin embargo, aunque las especies identificadas
en humanos pueden ser geneticamente similares a las de los animales, existe poca
evidencia de que se produzcan infecciones cruzadas. Se pensaba que estas especies sélo
infectaban a pacientes inmunodeficientes y actualmente se sabe que también infectan a

individuos inmunocompetentes (Xiao y col., 2004; Xiao, 2010).

En pacientes sometidos a trasplantes, C. parvum ocasiona diarrea (Roncoroni y
col., 1989) o infecciones asintomaticas. Se ha aislado en 34,8% y 18,8% de los pacientes
receptores de trasplante renal en Brasil (Chieffi y col., 1998) y Turquia (Ok y col.,
1997), respectivamente. En este estudio dos pacientes recibieron trasplante (no
mencionan el drgano transplantado), para ambos casos la infeccion se identificd a C.
hominis como el agente causante de la infeccion. Estos pacientes constituyen un grupo
de riesgo para patégenos oportunistas y deberian periddicamente someterse a estudios
coproparasitoscopicos para busqueda de Cryptosporidium spp., aparte de manejar

medidas de prevencion para evitar infecciones transmitidas por fecalismo.

Cryptosporidium felis se ha detectado en algunas ocasiones en humanos. Durante

la caracterizacion de 14 469 casos de criptosporidiosis humana en Reino Unido, C. felis
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se coloco en la cuarta especie mas comun (38 casos). En un estudio realizado en Reino
Unido los factores de riesgo significativos fueron que los sujetos eran
inmunocomprometidos o estaban en contacto con gatos (Elwin y col., 2012). Tanto los
adultos como los nifios se infectan con C. felis y tanto inmunocompetentes como sujetos
VIH positivos han sido reportados (Pieniazek y col., 1999; Caccio y col., 2002). Esta
reportado que la eliminacion de ooquistes puede durar por lo menos 6 meses en un
sujeto VIH positivo sintomatico (Pieniazek y col., 1999). En Perd, un solo nifio sin VIH
y sin diarrea fue reportado con C. felis en una ocasion (Xiao y col., 2001). Esta especie

del parésito es de moderada importancia para la salud publica.

Identificacién Molecular de Cryptosporidium

Mediante la herramienta molecular de PCR-RFLP se logré amplificar el gen SSU rRNA
de Cryptosporidium de las 17 muestras, observandose una banda de 826 a 864 pb
(Figura 8). Se incluyeron 2 controles proporcionados y caracterizados previamente como

C. parvum y C. hominis de pacientes con VIH en Pert (Camay col., 2007).

El diagnostico de la especie se realizd6 mediante la digestion del producto de la
PCR anidada con la enzima Sspl, y la diferenciacion de los genotipos de C. parvum con
la digestion de la enzima Vspl. La digestion de los productos de la PCR anidada con la
enzima Sspl, mostré un patron de bandas (ANEXO I1l) caracteristico para la especie de
C. parvum tanto genotipo bovino como humano, con tres bandas visibles de 449, 254 y
108 pb. Para diferenciar los genotipos humanos y bovinos de C. parvum, el producto de
la PCR anidada se digiri6 con Vspl. El genotipo bovino de C. parvum produjo dos
bandas visibles de 628 y 104 pb, mientras que el genotipo humano produjo tres bandas
visibles de 561, 104, y 70 pb. El andlisis de RFLP de los productos de la PCR anidada

revelo la presencia de 3 genotipos de Cryptosporidium (Figura 9).

El aplicar técnicas de biologia molecular (PCR-RFLP) nos permitio determinar la

especie y genotipo en México. Con esto se generd el primer reporte de la caracterizacion

41



Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% de los amplificados correspondientes
a la region SSU rRNA de Cryptosporidium. Linea 1: marcador de pares de bases
(Invitrogen); Linea 2: control C. parvum; Linea 3: control C. hominis; Linea 4: control
H,O; Lineas 5-10: amplicones de las muestras obtenidas de pacientes con

criptosporidiosis. El tamafio del amplicon es de 826-864 pb.
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Tabla 5. Especies y genotipos del gen SSU rRNA identificados en este estudio.

Muestra Especie / Genotipo No. de Acceso Genbank
M2 C. hominis EU331242.1
M3 C. hominis JX644912.1
M4 C. hominis EU331242.1
M5 C. parvum KC569976.1
M6 C. hominis AB638282.1
M8 C. hominis AJ849462
M10 C. parvum KC748018.1
M11 C. felis AF159113
M12 C. hominis JX644911.1
M13 C. hominis KF146224.1
S1 C. parvum AB746195.1
S2 C. hominis GU319779.1
S3 C. hominis GQ983348.1
S4 C. hominis (GQ983348.1
S5 C. parvum AF159111.1
S6 C. parvum EU553557.1
S7 C. parvum AF308600.1
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100 pb

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de digestion de la PCR
anidada con la enzima Vspl. Lineas 1 y 8: marcador de pares de bases (Invitrogen);
Linea 2: control C. parvum; Lineas 3 y 7: C. parvum genotipo humano (561, 104 pb);
Linea 4: control de C. hominis; Linea 5: C. felis (476, 104 pb); Linea 6: C. parvum
genotipo bovino (628, 104 pb).
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molecular de Cryptosporidium a partir de muestras de heces de humano en México. Se
logré determinar la presencia de tres especies de Cryptosporidium: C. parvum, C.
hominis, y C. felis. Esto demostré la transmisidon zoonoética y antroponoética del parasito
en México. De las 17 muestras positivas, los 10 casos de C. hominis corresponden a una
transmision antropondtica. Puesto que la transmision de C. parvum (6/17 casos en este
estudio) puede ser antroponética o zoonotica. La presencia de un caso de C. felis

corresponde a una transmision zoonotica.

En nuestro estudio la especie predominante ha sido C. hominis, como muestran
algunos estudios realizados en Africa en pacientes infectados por el VIH y en pacientes
inmunocompetentes en Tanzania (Houpt y col., 2005) y en Kenia (Gatei y col., 2006),
también nuestros resultados coinciden con estudios previos que muestran una mayor
prevalencia de C. hominis frente a C. parvum en Espafia (Llorente y col., 2007),

indicando que la transmision antropondtica juega un papel importante.

Las investigaciones realizadas utilizando técnicas moleculares, han demostrado
que la gran mayoria de los casos humanos son causados por C. hominis y C. parvum.
Curiosamente, se han constatado diferencias en la distribucién geografica y temporal,
presentaciones de la enfermedad y los factores de riesgo para la infeccion tanto para C.
hominis y C. parvum. Ademas, los analisis moleculares han puesto de manifiesto que
otras especies, incluyendo C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis y C. muris, pueden
infectar a los humanos y estar vinculadas a la enfermedad clinica, no sélo en

inmunocomprometidos sino también en individuos inmunocompetentes (Caccio, 2005).

La distribucion de C. parvum y C. hominis en humanos difiere segln las regiones
geograficas; C. hominis es mas prevalente (62%) en algunos paises de América del
Norte y del Sur, Australia y Africa; en paises europeos ambas especies son comunes en
seres humanos (Neira y col., 2012). En el Medio Oriente, predomina C. parvum y en el
resto del mundo, especialmente en los paises en vias de desarrollo, C. hominis es, por lo
general, la especie mas frecuente en los seres humanos. También se ha demostrado, en

E.U.A. e Irlanda que la proporcion de infeccion por C. parvum es mayor que C. hominis
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en areas rurales que urbanas (Caccio, 2005; Feltus y col., 2006; Zintl y col., 2009).

Identificacion de Especies de Cryptosporidium Mediante Secuenciacion

El proceso de secuenciacion fue realizado con éxito en las 17 muestras, las cuales fueron
secuenciadas para confirmar las especies. Despues de la secuenciacion de los productos
amplificados, se obtuvieron los siguientes resultados: de 17 casos de criptosporidiosis,
10 (59%) correspondieron a C. parvum genotipo humano; 6 (35%) casos a C. parvum

genotipo bovino; y 1 (6%) caso fue C. felis.

Se identifico en pacientes inmunodeficientes con VIH: 2 C. parvum, 1 C. hominis
y 1 C. felis. En los otros pacientes inmunocomprometidos no infectados por VIH, se
identificé 4 C. hominis y 1 C. parvum. En pacientes inmunocompetentes se identificd

dos C. parvum y dos C. hominis.

Para los casos de infeccidn por C. parvum genotipo humano, renombrada como
C. hominis, de las 17 muestras positivas, en la region amplificada del SSU rRNA se
obtuvieron 10 amplicones cuyas secuencias correspondian con las publicadas con
nimero de Genbank: EU331242.1 para dos aislados, JX644912.1, AB638282.1,
AJ849462, JX644911.1, KF146224.1, GU319779.1, GQ983348.1 para dos aislados.
Para los casos de infeccidn por C. parvum genotipo bovino, de las 17 muestras positivas,
en la region amplificada del SSU rRNA se obtuvieron 6 amplicones cuyas secuencias
correspondian con las publicadas con nimero de Genbank: KC569976.1, KC748018.1,
AB746195.1, AF159111.1, EU553557.1, AF308600.1. Un caso de infeccidon por C. felis
fue diagnosticado en una nifia de 10 afios con VIH desde el nacimiento procedente de la
Cd. de México (Tabla 4). En la regién de diagnostico del SSU rRNA se obtuvo una

secuencia idéntica a la publicada con nimero de Genbank: AF159113 (Tabla 5).

De las secuencias obtenidas se llevd a cabo el alineamiento mdaltiple de
nucleotidos correspondientes a la region SSU rRNA mostrando una identidad que oscila

entre el 97% y el 100% cuando se compararon con la secuencia elegida como referencia
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de C. parvum, C. hominis y C. felis. Posteriormente, se eligieron dos secuencias
representativas de C. parvum, dos de C. hominis y una secuencia de C. felis identificados
en este estudio para realizar un alineamiento multiple utilizando Clustal W (Figura 10).
Las diferencias entre las secuencias de C. parvum y C. hominis se observan en un
recuadro con linea discontinua, mientras que las diferencias entre estos dos genotipos y

C. felis se muestran en un recuadro con linea continua.

Los resultados de los estudios epidemioldgicos moleculares recientes han
mejorado nuestro conocimiento acerca de la criptosporidiosis humana. Ahora tenemos
una mejor comprension de la complejidad de la infeccion por Cryptosporidium en los
seres humanos a nivel de especie y genotipo. La caracterizacion molecular de
Cryptosporidium permite establecer el riesgo para la salud publica, debido a que ciertas
especies y genotipos del género son zoonoticas y la diseminacion de los ooquistes en

agua, alimentos y suelo en la region puede ser causa de criptosporidiosis en humanos.

En México, todos los ooquistes de Cryptosporidium detectados en personas
inmunocompetentes e inmunocomprometidas han sido identificadas como C. parvum y
C. hominis (Valenzuela y col., 2014) (ANEXO 1V). En este estudio se describe el
primer caso de infeccién humana con C. felis en México, presente en un paciente VIH

positivo.
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Cp_s1
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Cf M11
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Cp S1
Cp M5
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Ch_s2
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Cp S1
Cp M5
Ch_M13
Ch_S2
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Cp S1
Cp M5
Ch_M13
Ch_S2
Cf M1l

Cp S1
Cp M5
Ch_M13
Ch_S2
Cf M11

Cp S1
Cp M5
Ch_M13
Ch S2
Cf M11

Cp_s1
Cp M5
Ch_M13
Ch S2
Cf M1l

Cp Sl
Cp M5
Ch M13
Ch_s2
Cf M11

Cp Sl
Cp M5
Ch M13
Ch_s2
Cf M11

TAATAACTTTACGGATCACA&H@AAT —————— GTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTA
TAATAACTTTACGGATCACAT@HAAT —————— GTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTA
TAATAACTTTACGGATCACAWTMAAT —————— GTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTA
TAATAACTTTACGGATCACA@TMAAT —————— GTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTA
TAATAACTTTACGGATCACA@&@AATTATTTTGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTA

TCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAGG
TCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAGG
TCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAGG
TCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAGG
TCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGGGTAACGGGGAATTAGG

GTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
GTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
GTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
GTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
GTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG

CGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTT
CGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTT
CGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTT
CGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTT
CGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTT

TTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGC
TTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGC
TTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGC
TTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGC
ACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGC

AAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGC
AAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGC
AAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGC
AAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGC
AAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGC

AGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAAT
AGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAAT
AGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAAT
AGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAAT
AGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATALCC

TATATAAAATATTTTG-———— T
TATATAAAATATTTTG-———— T
TATATAAAATATTTTG-———— T
TATATAAAATATTTTG-———— T
TATATATAATATTTTTTTTTT

GAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATT-——————————————— TTAGT
GAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATAT - —-————————— ATTTTAGT
GAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATTT---————————— TTTTTAGT
GAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTAT--—————————— TTTTTTITAGT,
ATATTAATATGTAAGATTAACATAATTCATATTTTITAAGACTGAATTTTTAGTTTITIGATA|
ATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGC GCCTTGAATACT
ATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGC GCCTTGAATACT
ATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGC GCCTTGAATACT
ATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGC GCCTTGAATACT
ATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGC GCCTTGAATACT

CCAGCATGGAATAATATTAAAG-——-ATTTTTATCITTCI TATTGGTTCTAAGATAA
CCAGCATGGAATAATATTIAAAG---ATTTTTATCITTCITATTGGTTCTAAGATA
CCAGCATGGAATAATATTAAAG-——-ATTTTTATCITTCI TATTGGTTCTAAGATAA
CCAGCATGGAATAATATTAAAG--—-ATTTTIATCITTCI TATTGGTTCTAAGATAAGH——
CCAGCATGGAATAAT AAAAGATTTTTATCITITTITTATTGGTTCTAAGATANA-——
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Cp S1
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Cp S1
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Cf M1l

Cp_s1
Cp M5
Ch_M13
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Cf M11

Figura 10. Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas correspondientes a la
region SSU rRNA de C. parvum (Cp), C. hominis (Ch) y C. felis (Cf) identificadas en
este estudio. Las muestras originarias de Sonora se indican con la letra S, seguido por el
numero de muestra; las muestras procedentes de la Cd. de México se indican con la letra
M, seguido por el numero de muestra. Las diferencias entre las secuencias se encuentran
en recuadros de linea continua y linea discontinua. Las diferencias entre C. parvum y C.
hominis estan en linea discontinua, mientras que las diferencias entre estos dos genotipos

CTGCCAATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGA
————— AATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGA
————— AATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGA
————— AATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGA
————— AATAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGA

ATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTA
ATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTA
ATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTA
ATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTA
ATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTA

ATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCG Ab
ATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCG Ah
ATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTAG TC
ATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTAG TC
ATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTOG TG

T
T
A I
N

‘
ON=N=N=N=1
=

=
CE 3 = )
i

con C. felis se sefialan con una linea continua.
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CONCLUSIONES

Se logroé identificar a los ooquistes de Cryptosporidium spp. a partir de heces humanas

por medio de la tincién de Kinyoun.

Este estudio descriptivo permitio la caracterizacion molecular mediante PCR-RFLP del
gen SSU rRNA de tres especies de Cryptosporidium: C. parvum, C. hominis y C. felis,

aislados de pacientes de Hermosillo y de la Ciudad de México.

Para conocer el riesgo para la salud publica de la criptosporidiosis es importante la
correcta identificacion de especies y genotipos en muestras humanas, siendo

imprescindible el uso de técnicas de PCR.

El presente estudio constituye el primer reporte publicado referente a la caracterizacion

molecular de Cryptosporidium aislado de humanos en nuestro pais.
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RECOMENDACIONES
Filtrar y hervir el agua de consumo humano, llevar a cabo medidas de saneamiento

ambiental, realizar campafias de promocién de la salud en la poblacién, asi como un

sistema adecuado del tratamiento de agua municipal.

Realizar nuevos estudios que permitan comprender mejor la epidemiologia y las rutas de

infeccion responsables de la criptosporidiosis humana en México.

Establecer la importancia en la salud publica de las distintas especies, genotipos y

subtipos pertenecientes al género Cryptosporidium.
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“Caracterizacion molecular e inmunolégica de genotipos de Cryptosporidium spp.
en pacientes sintomaticos y asintomaticos”

Responsable del Proyecto: Dra. Olivia Valenzuela Antelo
Sede donde se realizara el estudio: Universidad de Sonora, Departamento de Ciencias Quimico Bioldgicas

Nombre del padre o tutor:

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

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

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

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

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO
Este estudio esta considerado como de bajo riesgo de acuerdo a la Ley General de Salud ya que so6lo implica la
recoleccidn de muestras de heces y suero, TOTALMENTE VOLUNTARIO.

ACLARACIONES

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

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion.

« Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aun cuando el

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

* No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

* No recibira pago por su participacion.

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

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

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

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

Firmay Fecha
Dudas y/o aclaraciones:
Dra. Olivia Valenzuela Antelo. Email: valenzuela.o@gmail.com. Teléfono: 2592163-2592164.
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Preparacion de reactivos para la técnica de Kinyoun.

La tincion utiliza colorantes especiales para tefiir los ooquistes de parasitos coccideos
como Cryptosporidium, empleando la fucsina basica (CzoH20CIN3) que disuelve los
lipidos de las paredes celulares de los ooquistes formando un complejo &cido-alcohol
resistente, permitiendo la resistencia a la decoloracion con acido sulfdrico (H,SOy). El
material restante se decolora con el acido y se tifie con el colorante verde brillante

haciendo un contraste entre éste y el ooquiste.

Reactivos:

e Fucsina basica

Fucsina basica....................... lg
Etanol al 90%............cccccvenene. 25 mL
Fenol.............oo 8 mL
Aguadestilada...................... 67 mL

Procedimiento:

1. Disolver el colorante en el etanol.
2. Adicionar el agua destilada y el fenol.

3. Filtrar y guardar en un frasco ambar.

e Verde brillante
Verde brillante....................... lg

Agua destilada...................... 100 mL
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Procedimiento:

1. Disolver el colorante en el agua destilada.

2. Filtrar y guardar en frasco ambar.
e Acido sulfarico
Acido sulfurico concentrado.....10 mL

Aguadestilada....................... 90 mL

Procedimiento:

1. Medir el agua destilada en una probeta.
2. Adicionar despacio y en segundo término el &cido sulfdrico (reaccion

exotérmica).
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RFLP del gen SSU-rRNA de varias especies de Cryptosporidium spp.

Fragmento de Patrones de banda

Especies
PCR Sspl* Vspl*
C. parvum 834 11, 12, 108, 254, 449 102, 104, 628
C. hominis 837 11,12, 111, 254, 449 70, 102, 104, 561
C. felis 864 390, 426 104, 182, 476

* Los nimeros en negrita son los tamafios de las bandas visibles en el gel de electroforesis

Fuente: Meamar y col., 2006.
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Abstract

Cryptosporidiosis is a parasitic disease caused by Cryptosporidium spp. In immunocompetent individuals, it usually causes
an acute and self-limited diarrhea; in infants, infection with Cryptosporidium spp. can cause malnutrition and growth
retardation, and declined cognitive ability. In this study, we described for the first time the distribution of C. parvum and C.
hominis subtypes in 12 children in Mexico by sequence characterization of the 60-kDa glycoprotein (GP60) gene of
Cryptosporidium. Altogether, 7 subtypes belonging to 4 subtype families of C. hominis (la, Ib, Id and le) and 1 subtype family
of C. parvum (lla) were detected, including 1aA14R3, laA15R3, IbA10G2, IdA17, leA11G3T3, [laA15G2R1 and 1laA16G1R1. The
frequency of the subtype families and subtypes in the samples analyzed in this study differed from what was observed in
other countries.
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Introduction

Cryptosporidiosis is a parasitic disease caused by Cryptosporidium
spp. These parasites belong to the phylum Apicomplexa and are
intracellular protozoa that infect mammals, birds, reptiles and
amphibians. They are cosmopolitan, mostly affecting people with
immunodeficiency and, in some cases, can be deadly. In
immunocompetent individuals, Cryptosporidium causes acute diar-
rhea, usually self-limited, nausea, vomiting, loss of appetite, weight
loss and fever [1-5]. In infants, infection with Cryptosporidium spp.
may cause malnutrition and permanently affect growth, resulting
in a functional decline in physical fitness and cognitive ability [6—
10]. Parasite transmission occurs via the fecal-oral route through
the ingestion of contaminated water or food, person-person
contact, or animal contact [11-13].

Human cryptosporidiosis is mainly caused by the species
Cryptosporidium hominis and Cryptosporidium paroum [14]; the distribu-
tion of these species varies temporally and geographically [15].
The former mainly infects humans (>70% of human cryptospo-
ridiosis 1s caused by C. hominis in most countries) [16], while the
latter infects humans as well as domestic and wild ruminants
[17,18]. A few other species have been reported in humans,
including C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. cuniculus, C. ubiquitum, C.
viatorum, C. suis, C. muris, and C. andersoni [16,19-22].

The identification of oocysts in stool using the Ziehl-Neelsen
modified stain commonly known as Kinyoun [23-25] is the most
commonly used method in diagnosing cryptosporidiosis. However,
it does not allow for the identification of species, which are
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morphologically indistinguishable but genetically distinct. To
determine  Cryptosporidium  species, restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analysis is often performed based on the
gene of the small subunit rRNA (SSU rRNA) or the Cryptosporidium
oocyte wall protein (COWP) [14,26-33]. To differentiate subtype
families of Cryptosporidium, the gene encoding the 60-kDa
glycoprotein (GP60) is employed [34,35]. In the case of C. kominzs,
6 subtype families have been identified (Ia, Ib, Id, Ie, If and Ig),
with at least 78 subtypes. In C. parvum, 10 subtype families (ITa, IIb,
IlIc, I1d, ITe, IIf; ITh, II4, IIj, IIk) have been identified, with at least
78 subtypes [16,34—40]. The majority of subtype families infect
both humans and animals (especially ruminants); however, the Ilc
(formerly Ic) subtype family has only been isolated in humans [38].

In Mexico, there have been very few studies of human
cryptosporidiosis [41-43], and none of these determined Crypto-
sporidium species and subtypes. The objective of this work was to
characterize Cryptosporidium spp. identified in stool samples of
children in Mexico.

Methodology

Ethics Statement

The protocol of this project was approved by the Ethics
Committee of Hospital Infantil del Estado de Sonora. Informed
consent was obtained from each Cryptosporidium-infected patient
who voluntarily participated after a clear explanation of the
research objectives. Parents or guardians signed consent on behalf
of the children enrolled in this study. Samples obtained from
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Hospital Infantil Federico Goémez in Mexico City were originally
submitted for parasitic analysis, positive samples to Cryptosporidium
included in this study were kindly provided by Dr. Rosa Maria
Bernal. The stool samples of infants were carriers of Cryptosporidium
spp., diagnosed on microscopic observation of oocysts [44]. The
inclusion criteria of participation was: Cryptosporidium spp. infected
patients regardless of age, gender, with or without clinical
symptoms and patients who consented to the study, whereas the
exclusion criteria were those who were not Cryptosporidium spp
infected and who did not give their consent to participate in the
study. Clinical data were obtained from patient’s medical record
with patient’s consent and permission from health authorities.
Fecal samples were stored at 4°C for further analysis.

Stool Samples

Stool samples were analyzed from 12 children (2 girls and 10
boys) from 7 months to 14 years of age who were carriers of
Cryplosporidium spp. as diagnosed on microscopic observation of
oocysts [44]. Four samples were obtained from the Hospital
Infantil del Estado de Sonora, and 8 were obtained from the
Hospital Infantil Federico Gémez in Mexico City (Table 1). They
were diagnosed as Cryptosporidium-positive by modified Kinyoun
method described by Henriksen [44]. The cases included in this
study occurred from October 2010 to July 2013 (Table 1).

Oocyst Concentration

1 to 2 g of feces was homogenized with 10 ml of physiological
saline solution (PSS). The suspension was filtered through
cheesecloth into a 15-ml conical tube and centrifuged at
2,000 rpm for 1 minute. The supernatant was decanted, and the
pellet was resuspended with 15 ml of PSS. The process was
repeated 2 to 3 times until the supernatant was clear. Then, 10 ml
of 5% formalin was added to the supernatant, mixed and allowed
to stand 10 minutes. Next, 5 ml of ethyl acetate was added, and
then the tube was capped and shaken vigorously for 30 seconds,
uncovered carefully and centrifuged at 1,500 rpm for 2 minutes. A
wooden applicator was inserted into the tube to release the border
of the layers. Carefully, the layers were decanted without
disturbing the sediment. The sediment was resuspended in 3 ml
of 0.2 N NaOH. The mixture was incubated at 37°C for 30
minutes, washed twice with PSS and centrifuged at 2,000 rpm.
The PSS was removed with a pipette and, the number of oocysts
in the sediment was determined by staining of a smear of the
sediment using the Kinyoun method described above.

DNA Extraction

DNA extraction was performed directly from ~200 pl of stool
or ~200 pl of the oocyst concentrate using the QIAamp DNA
Stoll Mini Kit (QIAGEN Inc, Valencia, CA) following the
recommendation of the supplier after 5 cycles of freezing and
thawing (—70°C to boiling) of the oocysts. The extracted DNA
obtained was stored at —20°C until further processing. As positive
controls, we used DNA preparations (one each) from C. paroum and
C. homimis from HIV patients in Peru, previously identified by
PCR-RFLP analysis of the SSU rRNA gene and DNA sequencing
of the gp60 gene [45].

Molecular Characterization of Cryptosporidium

The molecular characterization of Cryplosporidium spp. was
conducted by nested PCR analyses of 3 molecular markers: the
small subunit rRNA (SSU rRNA) [21], COWP gene and GP60
[38], generating products that were of 826 to 864, 540 and
350 bp, respectively. To determine the species of Cryptosporidium,
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Figure 1. Results of Vsp7 restriction digestion of the SSU rRNA
gene of Cryptosporidium from México. Lane 1 and 15:100-pb
marker; lane 2: C. parvum control; lane 3: C. hominis control; lane 4:
sample S1; lane 5: sample M5; lane 6: sample M3; lane 7: sample M4;
lane 8: M2; lane 9: sample M13; lane 10: sample M8; lane 11: sample
M12; lane 12: sample S2; lane 13: sample S3; lane 14: sample S4.
doi:10.1371/journal.pone.0096128.9001

the nested PCR product of the 18S rRNA gene was digested using
the Pspl restriction enzyme (Promega, USA) [21]. To identify
subtype families and subtypes of Cryptosporidium, PCR products of
the GP60 gene were sequenced and subtype families were named
as proposed by Strong et al., [35]. Each species of Cryptosporidium
identified was assigned a Roman numeral; C. hominis was assigned
I and C. parvum 11. After indicating the species, the subtype family
was identified with a lower case letter. For C. hominis the subtype
families included Ia, Ib, Id, Ie, If and Ig; for C. parvum the subtype
families included Ila, IIb, Ilc, IId, e, IIf, lih, IIi, IIj, ITk. Subtypes
within each subtype family were named according to the
nomenclature proposed by Sulaiman [34], depending on the
trinucleotide (TCA, TCG, and TCT) encoding the amino acid
serine. Each time these sequences were repeated, they were
assigned the capital letters A, G, and T, respectively. For C. paroum
subtype family IIa, Sulaiman [46] used the letter R for the number
of sequence ACATCA after the trinucleotide repeats, with R1 (one
copy of TCAACA) for most of the Ila subtypes. Nucleotide GP60
sequences of Cryptosporidium obtained in this study have been
deposited in the GenBank under accession nos. KJ460362,

KJ460363, KJ460364, KJ460365, KJ460366, KJ460367,
KJ460368, KJ460369, KJ460370, KJ460371, KJ460372,
KJ460373.
Results

Age and Gender of Children with Cryptosporidiosis

Of the 12 children included in the study, 83% were boys (10/
12) and 17% were girls (2/12). Of the children infected with C.
hominis, 75% (9/12) were O to 4 years of age. The only 2 cases of C.
paroum were boys, ages 5 and 9 years old, who were also diagnosed
with HIV (Table 1).

Species of Cryptosporidium ldentified

After determining the presence of Cpyptosporidium using the
Kinyoun method, the SSU rRINA gene was amplified and nested
PCR products were digested with the restriction enzyme Vspl,
producing the characteristic bands of C. hominis (102/104 bp and
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Figure 2. Results of the nested PCR of COWP gene of
Cryptosporidium from México. Lane 1 and 15:100-pb marker; lane
2: C. parvum control; lane 3: C. hominis control; lane 4: sample S1; lane 5:
sample M5; lane 6: sample M3; lane 7: sample M4; lane 8: M2; lane 9:
sample M13; lane 10: sample M8; lane 11: sample M12; lane 12: sample
S2; lane 13: sample S3; lane 14: sample S4.
doi:10.1371/journal.pone.0096128.9g002

561 bp) in 10 children (2 girls and 8 boys) and C. parvum (102/
104 bp and 628 bp) in 2 boys (Figure 1), this result was confirmed
by sequence analysis of the nested PCR products. The COWP
gene was amplified and nested PCR products was confirmed by
sequence analysis (Figure 2).

Subtypes of Cryptosporidium |dentified

Analysis of the GP60 gene sequences identified four subtype
families in C. hominis: Ia (5/10), Ib (1/10), Id (1/10) and Ie (3/10)
(Table 1). Within the Ia, we identified 2 subtypes: TaA15R3 (2/10)
and IaA14R3 (3/10). For the Ib, Id and Ie, we identified only 1
subtype of each of these alleles: IbA10G2 (1/10), IdA17 (1/10) and
1eA11G3T3 (3/10) (Table 1). For C. parvum, we detected the
presence of only Ila subtype family, with 2 subtypes: IIaA15G2R1
(1/2) and ITaA16G1R1 (1/2).

Discussion

In this work, we determined the species, subtype families, and
subtypes of Cryptosporidium in stool samples in the state of Sonora
and Mexico City. Of the 12 cases of cryptosporidiosis included in
this study, we identified C. hominis in 10 cases and C. paroum in 2
cases. Our results are consistent with findings in developing
countries where C. hominis is considered the predominant species in
humans [47-49]. Despite the small number of Crptosporidium-
positive specimens in this study, we identified all 4 common
subtype families of GP60 in C. hominis, including Ia, Ib, Id and Ie.
Previously, Ib was the most frequently identified C. hominis subtype
family [36], although in this study Ia and Ie were identified in 8 of
10 C. hominis samples. In this study, subtype IbA10G2 was only
identified in one 9-month-old child, although it is the most
common Ib subtype (88.5% within subtype Ib). The IbA10G2
subtype 1s considered the most common cause of outbreaks of
waterborne cryptosporidiosis [16,36,50,51], and has been identi-
fied in humans in Africa [39], Asia [34], Australia [50,52], and in
cattle in South American [16,36,50,53].

The Id subtype, which was only identified in a 3-year-old child,
was IdA17. There have been a few reports of this subtype isolated
in humans in Australia (Western Region), Netherlands and Kenya
(Nairobi) [54,55]. In contrast, the IeA11G3T3 is the most
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the IeA11G3T3 is the most prevalent Ie subtype

prevalent Ie subtype [36]. In this study, IeA11G3T3 was one of
the most prevalent and was identified in 3 patients in Sonora.
These results agreed with the data by other researchers in India
(Kolkata) [56], United Kingdom [57], US [58], Australia [52],
Kuwait [34], Ecuador, Pakistan and Uganda [37,56] and no
reports in animals. In this study, 2 subtypes of family subtype Ia
were identified: TaAI5R3 (in 2 patients) and ITaAl4R3 (in 3
patients).

Most of the subtypes found in this study have been previously
reported in humans in various countries, except IlaA15R3 subtype,
which has only been reported once by Hadfield in 2011 in a
patient in the United Kingdom (GenBank HQ149032) [57].

In this study, 3 children participated in the study were
diagnosed with HIV; unfortunately one of the children died.
Two of the three children were infected with C. parvum; the child
who died had IIaA15G2R1, and another child had the
IIaA16GI1R1 (Table 1). The two subtypes have been identified
in farm animals [59-62] [62-65]. In addition, ITaA15G2R1 e has
been reported as the most common subtype in HIV+ patients in
Malaysia [66], and is commonly seen in humans in other countries
such as Australia [50], Egypt [67] and the Netherlands [63]. The
IIaA16GI1R1 subtype has also been identified in humans in
Slovenia [65] and the US [68,69]. The subtype family Ila is the
most common C. parvum (57.8%) and is the second most frequently
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