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RESUMEN

Blastocystis sp es el parasito intestinal mayormente reportado en la actualidad, tanto
en paises en desarrollo como en desarrollados @4, cuyo papel patégeno es altamente
controvertido, asociGndolo con los 17 subtipos conocidos, la mayoria de los cuales son
zoonbticos.® Este un estudio de tipo abierto, observacional y prospectivo, que forma
parte de un proyecto a nivel nacional.

Se incluyeron muestras de excremento de nifos remitidos del Servicio de Consulta
Externa mayores de un afo, a quienes se les aplicé una encuesta para conocer las
manifestaciones clinicas y hébitos higiénicos, previo consentimiento escrito por parte
de los padres.

A las muestras se les realizé coproparasitoscopico en serie (CPS) con examen directo
en fresco, concentracion por sedimentacion (F-E) y por flotaciéon (Sacarosa) asi como
coprocultivo, preservdndolas posteriormente en alcohol al 70% vy refrigeracién a 4 C
hasta la extraccion de ADN (Qiagen). Se sometieron a reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) de punto final diagnéstica para Blastocystis (Utilizando Primers de
Santin e ITS); a continuacién se llevé a cabo la purificaciéon (AxyPrep-96 PCR Clean-
up) v cuantificacion para la secuenciacién y determinacién de subtipo (genotipo)
consultando los datos del GenBank.

Se estudiaron 113 muestras, de las cuales el 86.7 % dieron positivas a Blastocystis con
PCR, 80.4% con Primers Santin, 71.7% con ITS y 84.8% en ambos. De las 52 muestras
secuenciadas el 50% corresponde al subtipo 1, el 25% al subtipo 2, el 23.08% al
subtipo 3 y el 1.92% al subtipo 7.

Los subtipos 3 y 7 no estuvieron relacionados con ningdn sintoma, el subtipo 1 se asocidé
con estrefiimiento (p 0.05, gl 1) y el subtipo 2 se asocié con diarrea (p 0.05, gl 1).

Para el subtipo 1 el factor de riesgo mayormente asociado fue el defecar en el suelo
(RR 2.6), material de la casa austero (RR 2.4) y el no lavarse las manos antes de
comer (RR 2.3); para el subtipo 2 el convivir con animales (RR 8), antecedente de
arrojar lombrices (RR 5.4) y tomar agua de la llave (RR 3); para el subtipo 3 el comer
alimentos en la calle (RR 2.3), material de la casa austero (RR 2.2) y tomar agua de
la llave (RR 2). El subtipo 7 no se asocié con ningdn factor de riesgo.

PALABRAS CLAVE: Pardasito, Blastocytis, Subito, Intestinal.
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ABSTRACT

Blastocystis sp is the intestinal parasite mostly reported today, in both developing and
developed countries (1-4), whose pathogenic role is highly controversial, associating it with the
17 known subtypes, most of which are zoonotic. (5 ) This study type open, observational,
prospective, part of a nationwide project.

Stool specimens from children referred Outpatient Service older than one year, to whom it
was applied a survey to know the clinical and hygienic habits prior written consent of the
parents were included.

The samples underwent serial coproparasitoscopic (CPS) with direct examination of fresh,
concentration by sedimentation (FE) and float (Sucrose) and stool culture, then preserving
them in alcohol 70% and refrigerated at 4 C until extraction DNA (Qiagen). They underwent
chain reaction (PCR) diagnostic endpoint for Blastocystis (Using Primers Santin and STls); then
held purification (AxyPrep-PCR Clean-up 96) and quantification for sequencing and
determination of subtype (genotype) at GenBank data.

113 samples were studied, of which 86.7% were positive for Blastocystis with PCR, with
primers Santin 80.4%, 71.7% and 84.8% STl both. Of the 52 sequenced samples corresponds to
50% subtype 1, subtype 25% 2, the subtype 3 23.08% 1.92% and 7 subtype.

Subtypes 3 and 7 were not associated with any symptoms, the subtype 1 was associated with
constipation (p 0.05, df 1) and subtype 2 was associated with diarrhea (p 0.05, df 1).

For the subtype 1 risk factor was mostly associated defecate on the floor (RR 2.6), material
austere house (RR 2.4) and not washing hands before eating (RR 2.3); for subtype 2 on live
animals (RR 8), history of throwing worms (RR 5.4) and take tap water (RR 3); for subtype 3
eating street food (RR 2.3), material austere house (RR 2.2) and take tap water (RR 2). The
subtype 7 is not associated with any risk factor.

KEYWORDS: Parasitic, Blastocystis, subtype, intestinal.
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias intestinales constituyen una de las infecciones mas
comunes a nivel mundial, especialmente en paises en vias en desarrollo. Se estima
que unas 3.500 millones de personas estdn afectadas por estas infecciones y que 450
millones manifiestan enfermedad, siendo la mayoria nifios.®® En poblaciones urbanas
y periurbanas, la presencia, persistencia y diseminacién de parasitos intestinales se
relacionan con las condiciones de saneamiento basico disponible. La contaminacion
del suelo, el agua y alimentos con materia fecal, las deficientes condiciones de vida, la
falta de adecuados hébitos higiénicos y un bajo nivel de instruccién son factores que
favorecen la infeccién parasitaria.®

La mayoria de las infecciones por enteropardsitos son producidas por protozoarios y
en menor proporcién por helmintos.® Los protozoos intestinales no parecen
restringirse a condiciones climdticas, grupos socioecondmicos ni Greas geogrdficas.®
Durante un largo periodo, Giardia lamblia era el paréasito intestinal mas
frecuentemente reportado en nifios,"® pero en los Gltimos afos Blastocystis lo ha
desplazado, teniendo frecuencias del 27% hasta 60% en paises en vias de desarrollo y
de 1.6 a 16% en paises desarrollados.(13

Blastocystis es un parasito muy controvertido, con un gran polimorfismo morfolégico,
se han descrito diversos ciclos de vida y atribuciones de virulencia que no han sido
aclarados.™ Varios estudios experimentales incluyendo trabajos en modelos animales
y cultivos celulares han sido interpretados a favor de un rol patogénico. 3%

Las caracteristicas clinicas con las que se han asociado a Blastocystis no son especificas,
quizés la manifestacion clinica mas asociada sea el sindrome de colon irritable,
seguido de diarrea.(®

Hasta el afio 2010 se conocian 10 subtipos de Blastocystis, de los cuales 7 son
zoonbticos.’” Hoy en dia se tienen reportados 17 subtipos y se cree que pueden
encontrarse mds.®

(@) ’ Merle Yuridia Lépez Pérez



GENETICA DE LOS SUBTIPOS DE BLATOCYSTIS EN NINOS QUE ACUDEN AL HOSPITAL
INFANTIL DE MORELIA

Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia

II.ANTECEDENTES

HISTORIA

Las primeras descripciones con imdgenes posiblemente compatibles con el
microorganismo que posteriormente seria llamado Blastocystis, fueron hechas por
Brittan™ y Swayne® quienes estudiaron y escribieron abundantemente sobre la
epidemia de célera en Londres durante 1849, llaméandolo “cuerpos del célera” o
“células anulares” considerdndolo causante de la epidemia. Sin embargo, esta
informacién no es suficiente para atribuirles el descubrimiento del parésito.

La primera descripcién cumpliendo criterios de nomenclatura fue hecha por Alexeieff
en 1911 llamandolo “Blastocystis enterocola”, una levadura, aplicando la misma
nomenclatura para designar organismos observados en heces de roedores, serpientes,
pulgas y cucarachas. @)

En 1912, Brumpt estudiando solo material humano presentd una breve descripcion del
germen al que llomé “Blastocystis hominis”, presenténdolo como una levadura
intestinal inocua importante por su posibilidad de ser confundida con £, histolytica.®
Dicha descripcion y el término acunado gané prestancia rdapidamente, siendo
reconocido este nombre en la literatura hasta fecha reciente.®® Luego de varios
reportes del microorganismo en heces humanas durante las primeras décadas del
siglo XX, sugiriendo patogenicidad especialmente en regiones tropicales, poco fue
publicado hasta 1967, en que el trabajo de Zierdt y Cols, renové el interés por el
pardsito presentando evidencia para clasificar a “Blastocystis hominis” como un
Protozoario (sub clasificacion del reino Protista que incluye a la mayoria de parésitos
humanos, amibas, flagelados, ciliados entre otros).?

“Blastocystis horminis” sufrié maltiples reclasificaciones, mostrdndose fuera y dentro de
diferentes ramas del arbol de la vida,® sin embargo Silberman y Cols, utilizando
secuencias del ARN ribosémico de Blastocystis, lo ubican dentro del reino Cromista o
Stramenopila un grupo de diversos organismos que incluye las algas marrones y
diatomeas. Subreino Chromobiota, Infrareino Heterokonta ratificado por estudios de
SSrRNA. 2627

En un consenso realizado en 2007 se sugirid6 reemplazar el término Blastocystis
hominis por la de Blastocystis sp seguido del subtipo correspondiente.*2®

EPIDEMIOLOGIA

En varios estudios basados en el andlisis genético de Blastocystis, se mostraron
diferentes subtipos, esto se plasmé en una publicacién de consenso en 2007,?® donde
se sugirié reportar al pardsito como Blastocystis sp seguido de la indicacién del subtipo
de1a9. @

Un estudio en 1996 informé una prevalencia de Blastocystis del 70% en perros de
refugios en Brisbane Australia; en estudios recientes, junto con muestras de Camboya
e India, mostraron que perros y gatos de pacientes sintomdticos infectados por
Blastocystis, albergan al menos un subtipo en comdn con el paciente y se sugiere que
existe una variacién geogrdafica en la prevalencia. Los resultados arrojan, que los

N ’ Merle Yuridia Lépez Pérez
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perros no son huéspedes naturales de Blastocystis, sino que son oportunistas infectados
con una diversidad en subtipos. @2

Haosta la fecha, han sido reportados 17 genotipos de muestras pertenecientes a
diferentes hospederos. (8 30-37)

Sobre lo documentado, el Subtipo 5 y 8 son poco comunes en los seres humanos, esto
puede ser debido a la especificidad y/o el rango restringido geogrdficamente
aparente de algunos subtipos.®® El subtipo 1 se asocia a varios mamiferos y aves, el
subtipo 2 estd asociado a primates y cerdos, el subtipo 3 es el genotipo mas
frecuentemente hallado en humanos, el subtipo 4 se asocia a roedores, el subtipo 5
estd relacionado con el ganado vacuno y con cerdos, los subtipos 6 y 7 son
frecuentemente aislados de aves; los subtipos 8 y 9 estdn estrechamente vinculados
con los subtipos 4 y 6, respectivamente. 30-3¢)

La infeccién se puede dar a través de las transmisiones de humano a humano,
zoonéticas y transmitidas por el agua, por ello las recomendaciones para asegurar
buenas prdacticas de salud publica, como el lavado de manos regular y cuidadoso
manejo de materiales contaminados con heces. 39

Hasta ahora, se ha reportado la predominacién del subtipo 1 y 3 en Africa
subsahariana (Liberia, Nigeria y Tanzania), mientras subtipo 2 y 4 son mucho menos
comunes y sobre otros subtipos en los seres humanos en estas regiones, no hay
observaciones. Mientras que en muchos paises europeos, son bastante comunes el
subtipo 4 y 7. “O

Los subtipos 1, 2 y 3 son los encontrados en humanos del continente americano
(EE.UU., Colombia y Brasil). Por otra parte el subtipo 1 parece ser el més comdin en los
Estados Unidos, mientras que subtipo 3 es el mds comun en la mayoria de regiones de
América del sur. El subtipo 2 tiene una prevalencia mucho mayor en ciertas regiones
de América; cabe senalar que los datos estadounidenses sélo representan el 3% del
total de América (Figura 1). 4040

(0e] ’ Merle Yuridia Lépez Pérez
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Blastocystis subtype prevalence
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Fig. 1. Distribucién Geogrdafica de los Subtipos de Blastocystis a nivel mundial.

des
subtypes.html.

Tomado

http://www.blastocystis.net/2013/01/where-are-we-on-blastocystis-

La recopilacién de estudios sobre la distribucién geogréfica de los subtipos de
Blastocystis sp, podria dar una interpretacién del pardsito en su papel en la infeccion
humana, pero esto resulta ser inconcluso por los estudios espordadicos y escasos que se

han reportado. “?

En la Tabla 1 se muestra una recopilaciéon en estudios de diversos paises, conforme a la
subtificacion en muestras positivas a Blastocystis y tomadas de diferentes hospederos.

(43,44)

Pais Hospedero Subtipo
Bangladesh Humano 1y 3
China Humano 1,2,3,4,7,>9
Dinamarca Humano 1,23,4
Egipto Humano 1,3,6,7
Germania Humano 1,2,3,4,>9
Grecia Humano 1,2,3,4,6,7
Japon Humano 1,2,3,4,6,7,9,>9
Pakistan Humano 13,6
Singapur Humano 1,3
Turquia Humano 1,2,3,7,>9
Tailandia Humano 1,3,7,>9
Peru Humano 1,2,3,4,6,7,8,9,>10
Perd Primates 1,2,3,4,5,8,10, >10
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Pera Cerdos 1,235
Pera Ganado 1,3,5,10
Pera Caballo, Perro 1,2,3,10
Pera Marsupial, Roedor 4
Pera Pajaro 1,2,6,7,8 510
Japon Mono 1,5,
Japon Cerdos 1,6
Japon Ganado 1,3,6
Japon Pollo 14
Japon Codorniz 2,4
Japon Perdiz 4
Japon Rata 7
Japon Ganzo 2
Japon Faisan 3
Francia Pato 2
Francia Pavo 4
Nueva Guinea Cerdos 3,7

Tabla 1. Distribucion de los Subtipos de Blastocystis.

Esto demuestra la baja especificidad entre parasito y hospedero; que ciertos subtipos
no son exclusivos de una especie o drea geogréfica. 7

CICLO DE VIDA

Ciertos conceptos sobre el ciclo de vida de Blastocystis han sido equivocados, por lo
que todavia se estan siguiendo estudios para dar una descripcion establecida sobre el
ciclo (Fig. 2). Las Gltimas revisiones pretenden dar atencién a las ideas erréneas y los
hallazgos recientes en la taxonomia, la biologia y la wvirulencia de este
microorganismo. &3
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Fig. 2. Ciclo de vida Blastocystis sp.
Tomado de: Tan K S. New Insights on Classification, Identification and Clinical
Relevance of Blastocystis Sp. Clin Microbiol Rev 2008; 21: 639-65.

MORFOLOGIA

Este protista unicelular es un organismo polimérfico con varias formas, tales como
vacuolar (o cuerpo central), anular (también llamada avacuolar), granular,
amebiana, esquizonte, multivacuolar y la forma de quiste Sin embargo, podria existir
en otras formas. 3

La forma vacuolar también referida como la forma de cuerpo o vacuola central
varia enormemente en su tamarfo de 2 a 200 ym de didmetro, presenta una gran
vacuola que ocupa hasta 90% del volumen celular, teniendo aparentemente una
funcién de “almacén”, por ello en el citoplasma periférico se encuentran de uno a dos
nacleos, orgdnulos tipo mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo endopldsmico.“>
(Fig. 3).
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Fig. 3. Forma vacuolar de Blastocystis y vacuolar en division.

La forma anular es aquella que no posee una vacuola en su interior, por lo que
también se le conoce como avacuolar (Fig. 4).

Fig. 4. Forma anular de Blastocystis.

La forma granular comparte muchas similitudes con la vacuolar excepto que ésta
presenta numerosos grdnulos (mitocondrias) en el citoplasma periférico e inclusive
dentro de la vacuola central.“® (Fig. 5)

Fig. 5. Forma granular de Blastocystis.

La forma amebiana rara vez se encuentra en muestras fecales y en cultivo, siendo su
descripcion morfolégica motivo de conflicto y confusiéon en los reportes y se ha
sugerido que es una forma intermediaria entre la vacuolar y la quistica que ingiere

N - ‘ Merle Yuridia Lépez Pérez
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bacterias para obtener los requerimientos suficientes para su enquistamiento, aunque
esta hipétesis se encuentra en debate.“4? (Fig. 6).

Fig. 6. Forma amebiana de Blastocystis.

La forma esquizogénica es la formacion de células hijas dentro de un esquizonte. “®
(Fig. 7) .

Fig. 7 Forma en esquizonte de Blastocystis sp.
Tomado des http://www.blastocystis.net/2013/01/where-are-we-on-blastocystis-

subtypes.html

Figs. 8 y 9. Formas en esquizonte de Blastocystis sp.
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La forma multivacuolar presenta la vacuola dividida en varios fragmentos (Fig. 10).

Fig. 10. Forma multivacuolar de Blastocystis sp.

La forma quistica fue descrita y confirmada entre 1988 y 1999, ya que son fdacilmente
confundidos con detritus fecal, son esféricos u ovales y estén protegidos por dos capas
fibrosas, contienen de 1 a 4 ntcleos, vacuolas, depésitos de lipidos y glucégeno. (49-59)
Estos quistes miden 15um de didmetro pero presentan enormes diferencias en el
tamaiio cuando provienen de diferentes especies animales.? (Figs. 11 -13).

Figs. 11-13. Formas de quistes de Blastocystis sp.

PATOGENICIDAD

Observaciones por microscopia hacen la referencia que el hallazgo de mas de cinco
formas de Blastocystis por campo, acompanados por signos clinicos de enfermedad
intestinal y en ausencia de otros agentes etiolégicos, implicarian una accién patégena
de este parasito. ¢?

Actualmente se cree que la gran variabilidad genética de Blastocystis seria causante
de los distintos resultados en investigaciones respecto de su rol patégeno; como
resultado, la basqueda de relaciéon entre manifestaciones clinicas y los subtipos de
Blastocystis se ha convertido en una de las principales lineas de investigaciéon en
parasitologia. 5354

Un estudio reciente de 5 subtipos diferentes de Blastocystis en Malasia, demostré que
podria facilitar la proliferacién de células de cancer de colon, al ser el subtipo 3
expuesto en dichas células, se obtuvo una proliferacién estadisticamente significativa,
a comparacién de los otros 4 subtipos estudiados. ¢
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Hay pocos reportes clinicos que demuestran una relacién directa entre la presencia de
este parasito con la enfermedad del sindrome de intestino irritable y pocos modelos
animales para explorar esta relacién. ©9

Por su diversidad genética muy compleja en diferentes organismos, hace que sea
dificil el concretar un cuadro de patogenicidad y esto sumado al hecho que la toma
de muestras para su estudio hasta la fecha, ha sido limitada. ¢” Aun asi, contintGian
los esfuerzos para explorar la relacién entre el estado de salud de las personas y los
subtipos, no hay un consenso que trate sobre la metodologia de tipificacién acuiada
a cierta especie en particular. ©8

SINTOMATOLOGIA

Blastocystis causa muchos sintomas gastrointestinales no especificos, por lo que la
patogenicidad de los diferentes subtipos no estd clara hoy en dia, manteniéndose
como tema controversial.®® Por lo que, en ocasiones es considerado como un
comensal y en otras como patégeno, por encontrarse en pacientes sintomaticos y
asintomaticos. %

El subtipo 1 ha sido relacionado con sintomas en Iran y Libia.©" y el subtipo 4 se
asocia cada vez mds a enfermedad intestinal en Dinamarca. ©¢2

Este parésito fue asociado a ciertos sintomas en estudios realizados en Colombia,
tales como: dolor abdominal, estrefiimiento, diarrea, flatulencia y sindrome del
intestino irritable. (63

En un estudio de 74 casos de Blastocystis, de personas ambulatorias en Perd,
obtuvieron una correlacién estadistica (p <0,05) entre las personas sintomaticas y la
presencia del paréasito del 91,9%. La sintomatologia asociada por orden de
significancia estadistica fue: dolor abdominal, plenitud abdominal y urticaria,
resultando como Gnico factor de riesgo asociado el consumo de agua sin hervir. ¢4

DIAGNOSTICO

La deteccién de Blastocystis sp en muestras fecales humanas se realiza a menudo con
microscopia directa y cultivos, o bien, con pruebas de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), en la cual hay primers especificos para Blastocystis que se utilizan
para amplificar un fragmento gendémico de la subunidad pequena ribosémica de
ADN (SSUrDNA). El fragmento de ADN amplificado se clona en un plasmido y se
secuencian usando los cebadores especificos de plasmido. La secuencia de ADN
obtenida se analiza utilizando BLAST y un arbol filogenético construido usando el
software MEGA. (65:66)

Este tipo de estudio ha sido realizado en muestras de Colombia y Nepal, dando por
resultados una buena identificacibn tonto del pardsito como en su
genotipificacién.©7:68)

Recientemente se han desarrollado métodos para estudiar la variacién dentro del
Subtipo, con implicaciones para nuestra comprension de la especificidad del portador.
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Un andlisis de secuencias en Tailandia, revelé polimorfiimos de nucleétido
para Blastocystis subtipo 1, que fueron descritos como subtipo 1 variante 1, subtipo 1
variante 2, siendo Blastocystis subtipo 1 variante 1 la infeccion mas predominante en
este genotipo. (¢

Dentro del andlisis por PCR se observa también la identificacién de infecciones mixtas
de subtipo, como es el caso de muestras positivas a Blastocystis en Iran, 2.64% de las
infecciones mixtas tuvieron tres subtipos diferentes, estando el subtipo 1
predominando en dichas infecciones. ¢

Estas técnicas de PCR son caras, por lo son realizadas en laboratorios de investigacion.
(70)

La especificidad del método de frotis fecal directo en un estudio de 110 muestras en
Filipinas fue del 97,3%, mientras que la PCR de las heces fue de 95,9%. ™

TRATAMIENTO

Varios farmacos han sido utilizados para tratar Blastocystis pero cada uno de ellos ha
producido un porcentaje ampliamente variable de la curacién clinica vy la
erradicacion del parasito de las heces. Basado en los estudios llevados a cabo y las
respuestas clinicas obtenidas en los pacientes, Metronidazol parece ser el farmaco mas
eficaz para Blastocystis. Sin embargo, el tratamiento se complica debido a las
diferentes dosis, regimenes adoptados y la falta de respuesta al tratamiento
observado en varios sectores de la poblacién estudiada, como es el caso en pacientes
inmunocomprometidos, en los que este y otros medicamentos contra Blastocystis son
ineficaces. 4°)

El hallazgo de diferentes subtipos de Blastocystis, exhiben resistencia a Metronidazol y
se asocia con grados variables de sintomas, que ha puesto de relieve la importancia
de identificar los subtipos del pardsito, con el fin de predecir la respuesta clinica.

El tratamiento con Metronidazol, suele ser apropiado y recomendado a individuos
asintomdticos con pocos quistes de Blastocystis. Sin embargo, los que tienen signos
dastrointestinales o dermatolégicos y entre otros sintomas, con muchos quistes en la
muestra fecal, pueden requerir un tratamiento méas complejo. ¢

Los informes al fracaso del tratamiento con Metronidazol, sugiere la existencia de
cepas resistentes a los medicamentos. En 2011, un estudio realizado in vitro con
subtipos 4 y 7, sugeridos para representar los subtipos patdégenos zoonébticos, en el cual
se utilizaron 19 compuestos contra ambos subtipos, dando el subtipo 7 resistente a
Metronidazol, mientras que el subtipo 4 fue sensible. Por el contrario, pardsitos de
subtipo 4 eran resistentes a emetina, mientras que los subtipo 7 sensibles. Encontrando
eficaces contra ambos subtipos in vitro a nitazoxanida, furazolidona, mefloquina,
quinina, cotrimoxazol (trimetoprima-sulfametoxazol) y iodoacetamida. Ambos
subtipos eran resistentes a la cloroquina, doxiciclina, ampicilina y pirimetamina.
Poniendo con este estudio la necesidad de reevaluar los regimenes de tratamiento
establecido para las infecciones de Blastocystis y ofrecer nuevas opciones de
tratamiento para los fracasos del tratamiento con Metronidazol. 3
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Un estudio realizado en Malasia utilizando cultivos de los subtipos 1- 4, tratados con
Metronidazol, demostré que el subtipo 3 es el que muestra una mayor resistencia
después de 72 horas en cultivo. Esto sugiere que existe un mecanismo
en Blastocystis sp, que regula el proceso apoptético para producir un mayor niimero
de células viables cuando se tratan con Metronidazol. 7%

Otros farmacos como Trimetoprim-sulfametoxazol y Nitazoxanida, han sido
evaluados para el tratomiento ya sea solo o en combinacién, dando resultados
favorables al combatir a Blastocystis.

Una gran cantidad de interés se ha generado sobre el papel de los probiéticos, en
particular de Saccharomyces boularrdiiy otros compuestos de los alimentos naturales,
en la erradicacién del parésito. Esto ofrece una visién sobre las cuestiones relacionadas
con la resistencia a los medicamentos, el fracaso del tratamiento, la reinfeccion, y los
puntos de vista actuales sobre las modalidades de tratamiento.

Hasta la fecha, el modo de accién de los farmacos utilizados y el mecanismo de
resistencia no es del todo conocido y es un tema de especulacién. @

OI.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe gran debate respecto a si Blastocystis es un comensal intestinal o un verdadero
patégeno.®™ Su importancia radica por la frecuencia con la que es reportado en
muestras de heces de individuos sintométicos 2 7373 y asintomdticos.677)

Durante mucho tiempo se le atribuyd a Blastocystis un comportamiento no patégeno
o comensal, pero cada vez es mayor el nidmero de informes que le asignan un
cardcter patégeno con una amplia variedad de signos y sintomas.

En la mayoria de los individuos; se cree que son portadores de un subtipo en
particular de Blastocystis, @ siendo los subtipos 1y 3 los mayormente encontrados.
Algunos autores sugieren que el subtipo 3 es exclusivo de humanos y el responsable de
la sintomatologia, por eso se sugiriere que la patogenicidad podria estar relacionada
con el subtipo y la carga parasitaria. 8

Los andilisis realizados sobre muestras de Blastocystis en América Latina son escasos, lo
reportado es mayormente de especie animal, como es el caso de estudios en Brasil y
Perid. En cuanto a México no se conocen estudios realizados con respecto a
Blastocystis. 9

Por lo que en este estudio se pretende identificar los subtipos de las muestras fecales
positivas a Blastocystis, de los nifios que acuden al hospital, mostrando la relacién
entre el subtipo y los sintomas presentes en el paciente, esto ademas, con el propésito
de incluir los primeros datos en el pais y especificamente en nuestro estado.
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IV. JUSTIFICACION

A nivel mundial los primeros 3 subtipos de Blastocystis son los mas frecuentes y al
realizar cada vez mas investigaciones, se da el hallazgo de mas subtipos, aunque no
comparada con la prevalencia de estos primeros. €

En Egipto se estudiaron muestras de Blastocystis de pacientes sintomdticos para
determinar su genotipo, siendo el 3 el mas frecuente (61.9%), seguido del 1 (19.05%).
@8n

En China se estudi6 la presencia del parasito en cuatro poblaciones, con frecuencias
de 1.9 a 32.6%, la prevalencia fue mas alta en adultos mayores de 60 afos, 5 subtipos
fueron identificados, de los cuales el 3 predominé, seguido del 1.62

En Taiwan, no se encontré asociaciéon entre sintomas intestinales con la presencia de
Blastocystis,®» mientras que un estudio realizado en 100 individuos iranies hubo
infecciones mixtas de los subtipos 1 y 3 (14%) que fueron significativamente
relacionados con sintomas gastrointestinales (p = 0.045).64

Mientras que en Perq, Blastocystis aparece frecuentemente tanto en humanos como
en animales, y aunque su patogenicidad continua siendo controversial, se reportan
casos con sintomatologia gastrointestinal. €%

Estudios recientes apuntan a la probable infeccién de diferentes especies dependiendo
el subtipo, por eso que se relacione al subtipo 3 como B. hominis®©®

Si bien algunos estudios vinculan los sintomas gastrointestinales con los subtipos 1, 3 y
6, adn no se ha hallado una correlaciéon concluyente entre el subtipo involucrado en
la infeccién y las manifestaciones clinicas de los individuos infectados. €7:88)

En Tailandia se estudié la presencia de Blastocystis en el agua potable, el 77.9%
pertenecia al subtipo 1 y el 22.1% al subtipo 2, demostrandose que los casos de
parasitosis en los nifios de la comunidad, estaban relacionados al consumo de agua.
(89)

En un caso de urticaria aguda causada por Blastocystis, en un anciano agricultor de
Estados Unidos, enfatiza la importancia del control de las heces en busca del parasito
en pacientes con urticaria, cuando otros factores causales comunes de la misma se
han descartado. ©9

Los factores de riesgo asociados con Blastocystis en una casa hogar en Tailandia,
fueron la edad, estado nutricional y los nifios que infectaron a los trabajadores de
cuidado infantil.®” Mientras que en Nepal el 81% de los infectados, su factor de riesgo
fue el beber agua no hervida o filtrada. ©®
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V.  HIPOTESIS

La patogenicidad de Blastocystis estd asociada a los diferentes subtipos.

VI. OBJETIVOS

VL.I. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Blastocystis y sus subtipos en nifios que acuden al Hospital
Infantil de Morelia, asociéndolos a sintomas gastrointestinales.

VLII. OBJETIVO ESPECIFICO

1. Evaluar la confiabilidad de un kit comercial para la extraccién de ADN en
muestras preservadas para el diagnéstico de Blastocystis.

2. Correlacionar los subtipos con las manifestaciones clinicas.

3. Enlistar los factores de riesgo asociados a los diferentes subtipos del parasito.
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VII. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo es parte de un proyecto a nivel nacional, autorizado por el CONACYT
con la propuesta namero 168619.

Universo de estudio y muestra:

Todos los pacientes que presenten positividad a Blastocystis sp en estudios
coproparasitoscopicos en serie remitidos del Servicio de Consulta Externa con o sin
sintomas gastrointestinales, a quienes se les aplic6 una encuesta para conocer las
manifestaciones clinicas, previo consentimiento escrito por parte de los padres (Anexo

).

Tamafio de la muestra:

El tomano de muestra para toda la Repdblica, se calculd considerando una
frecuencia del 50% con cualquiera de los subtipos, un nivel de potencia de la prueba
del 95% y un error del 10%, resultando un tamarno de muestra de 96 portadores de
Blastocystis para cada region climatica, dando un total de 384 muestras para todo el
pais.

Se estudiaron portadores de Blastocystis mayores de 1 ano, de ambos sexos,
diagnosticados mediante microscopia, con y sin alteraciones gastrointestinales,
provenientes de las distintas regiones del estado de Michoacén.

Este es un estudio descriptivo, transversal, abierto, observacional y prospectivo.

A los nifios se les proporcioné por escrito las indicaciones para tomar las muestras
adecuadamente (Anexo 2), en el momento de recibirlas se les aplicé una encuesta
para conocer los sintomas y factores de riesgo asociados (Anexo 3). Las muestras
fueron procesadas por examen directo en fresco (Anexo 4), concentracién por
sedimentaciéon (Anexo 5), por flotacién con sacarosa (Anexo 6), micrometria (Anexo
7) y coprocultivo (Anexo 8).

Las muestras positivas a Blastocystis sin otros patdégenos se preservaron en alcohol al
70% vy refrigeracion a 4 C hasta su procesamiento. Fueron sometidas a la extraccion
de ADN con un equipo comercial (Anexo 9), posteriormente se llevé a cabo una PCR
diagnéstica para Blastocystis (Anexo 10), se purifico el ADN (Anexo 11) y se mandé
secuenciar (Anexo 12).

Criterios de inclusion:

Nifos mayores de 1 afo de ambos sexos remitidos del servicio de consulta externa con
y sin sintomas gastrointestinales, a quienes se les solicité examen coproparasitoscépico
en serie de 3, que se les demostré la presencia de Blastocystis, sin otro patdégeno
asociado, que respondieron la encuesta previo consentimiento escrito de los padres.

Criterios de exclusion:

Pacientes que:
e Tenian Blastocystis asociado a otro patégeno.
¢ No haya dado su consentimiento.
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Criterios de eliminacions
Los pacientes que:
e Con datos incompletos

Definicion de variables y unidades de medida:
Presencia y subtipo de Blastocystis, edad, sexo, sintomas.

Fuentes, métodos, técnicas, y procedimiento de recoleccion de la informacion:

Los datos se obtuvieron de las bitdcoras de registro y tarjetas del Laboratorio de
Investigacién en Microbiologia y Parasitologia del Hospital Infantil de Morelia y del
Hospital de especialidades Dr. Manuel Gea Gonzalez y procesados en hoja de cdlculo
Excel para realizar las determinaciones estadisticas.

Plan de procesamiento y presentacion de la informacion:
Hoja de cdlculo Excel, procesado de texto Word.

Aspectos éticoss
Riesgos previsibles o probables:  Riesgo superior al minimo.

Los nifios que participan en este estudio no corrieron ninguln riesgo, ya que la unidad
de estudios fueron las muestras fecales, por lo que de acuerdo con el Reglamento de
Investigacion en Salud, esta investigacion fue sin riesgo y en los resultados se
mantendra la confidencialidad y anonimato de los pacientes. También este proyecto
se apega a los principios éticos de la investigacién cientifica postulados por la
Asociacion Médica Mundial a partir de la declaracion de Helsinki.

Para el personal que procesa las muestras se tomaron las medidas preventivas a fin
de evitar una eventual contagio, por lo que fue obligatorio el uso de bata, cubre
bocas, guantes.

Debe resaltarse que durante este proyecto no se intervino en el tratamiento ni en la
practica clinica, quedando ambas bajo responsabilidad del médico tratante,
enfocandose esta investigacion a trabajar exclusivamente con el ADN de Blastocystis,
obtenido de la materia fecal de portadores, que fueron procesadas para su
diagnéstico microscopico.

Proteccién de pacientes frente al riesgo: Precaucién estandar.

Archivo confidencial de investigacion: Expedientes clinicos y bitédcoras del Laboratorio
de Investigacion de Microbiologia y Parasitologia.
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VIII. RESULTADOS

Se incluyeron 113 muestras, de las cuales en el 56.6% de los casos Blastocystis sp se
encontré como pardsito (inico, en 0.9% asociado con algin pardsito patégeno, 38.9%
asociado a pardsito comensal y en un 3.5% asociado con patdégeno y comensal. (Fig.
14)

Total=113

0.9%

M Blastocystis asociado con
Patdgeno.

M Blastocystis asociado con
Comensales.

M Blastocystis con Patégeno y
asociado con Comensal.

H Blastocystis unico.

Fig. 14. Asociacion de casos de Blastocystis con otros pardsitos.

Se obtuvo una recuperaciéon de ADN del 86.7% con el equipo de extracciéon Qiagen,
de muestras conservadas con etanol al 70%. (Fig. 15)
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