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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar molecularmente a Cryptosporidium mediante el gen de la GP60 y
evaluar la respuesta inmune humoral de pacientes hacia péptidos de las
proteinas gpl5 y gp40.

Objetivos Especificos

Identificar a Cryptosporidium spp. mediante la técnica de Kinyoun, en muestras
de heces humanas.

Identificar los subtipos de Cryptosporidium mediante el andlisis de la secuencia
del gen de la GP60.

Evaluar el reconocimiento sérico de pacientes con y sin criptosporidiosis a

péptidos sintéticos a partir de la gpl15 y gp40 de C. parvum.



RESUMEN

Cryptosporidium pertenece al Phylum Apicomplexa, son protozoarios
intracelulares que infectan a mamiferos, aves, reptiles, peces, anfibios y al
hombre. Cryptosporidium spp. afecta a individuos de todos los grupos etarios.
Las personas inmunocomprometidas y menores de edad (<5 afios) son los mas
vulnerables ante la criptosporidiosis. En individuos inmunocompetentes causa
diarrea aguda, generalmente autolimitada. La criptosporidiosis fue incluida en el
Catalogo de las Enfermedades Desatendidas de la OMS (WHO Neglected
Diseases Initiative) en el 2004 y es considerada como un problema de salud
publica.

Las especies asociadas comunmente con la criptosporidiosis humana son
C. hominis y C. parvum; el primero se transmite de humano a humano, mientras
gue el segundo se transmite de animales a humanos, por lo que se considera un
patégeno de transmision zoondtica.

Los farmacos usados contra la criptosporidiosis son limitados, la
nitozoxanida es la Unica droga que ha demostrado cierto grado de efectividad
contra el parasito en pacientes inmunocompetentes y esta aprobada por la FDA
(Food and Drug Administration), en pacientes inmunocomprometidos y menores
de edad no se ha mostrado la misma efectividad, tampoco se ha evaluado el
papel que tiene la droga para resolver la infeccion y tampoco existe una vacuna
contra la criptosporidiosis.

Hay evidencias que sugieren que el desarrollo de una vacuna para
prevenir la criptosporidiosis es factible; por ejemplo, el incremento de la
susceptibilidad y severidad de la enfermedad en hospedadores
inmunocomprometidos. En areas endémicas se han identificado adultos que son
parcialmente inmunes a la reinfeccion y estudios con humanos
inmunocompetentes muestran que la infeccion es, generalmente, autolimitada;

sin embargo, la respuesta inmune protectora hacia Cryptosporidium spp. no se



conoce por completo. Es por eso, que investigaciones recientes se han enfocado
a las proteinas que tienen un papel muy importante en la movilidad, adhesion e
invasion de los esporozoitos y merozoitos a las células blanco en el hospedero
(enterocitos) y que se expresan en la superficie de estos zoitos.

En este trabajo se encontré que la manifestacion clinica mas frecuente
entre los pacientes fue la diarrea, seguido del vomito y el dolor abdominal. Se
identificaron cinco subtipos de C. hominis (IaAl4R3, [aA14R11, 1aA15R3,
IbA12G3, 1eA11G3T3), dos subtipos de C. parvum (llaA15G2R1 y lIcA5G3);
también se identificaron dos casos con C. canis. Todos ellos aislados de heces
de pacientes que procedian del Hospital Infantil del Estado de Sonora y del
Centro Médico Dr. Ignacio Chavez de Hermosillo Sonora, México.

Mediante ELISA se determiné el reconocimiento sérico (IgM e IgG) hacia
péptidos sintéticos generados a partir de la secuencia aminoacidica de las
proteinas gpl5 y gp40 de C. parvum, de cada uno de los casos de
criptosporidiosis, asi como de pacientes sin criptosporidiosis (controles). Dos de
los péptidos disefiados (A133 y A32) a partir de la proteina gpl5 de C. parvum
nos permitieron discriminar (p<0.004) entre individuos infectados (casos) y no
infectados (controles). Esto sugiere que pueden ser utilizados para futuras
investigaciones. Se requieren otros estudios que evallen la respuesta inmune en

modelos in vivo para evaluar la participacion protectora de estos péptidos.
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INTRODUCCION

Cryptosporidium es un protozoario patégeno, emergente y de importancia global
gue afecta a por lo menos 260 especies de vertebrados incluyendo al hombre
(Abrahamsen et al., 2004; Lucca et al., 2009; Shi et al., 2010). En individuos
inmunocompetentes es causa de diarrea aguda, generalmente autolimitada;
mientras que, en nifios menores de 4 afos la diarrea es de mayor duracion,
afectando el desarrollo fisico y cognitivo; en inmunocomprometidos la infeccion
puede resultar mortal (Abe, Matsubayashi, Kimata, & Iseki, 2006; Chalmers &
Davies, 2010; Pereira, Atwill, Barbosa, Silva, & Garcia-Zapata, 2002). Ademas
de la diarrea, también se han reportado otras manifestaciones clinicas como dolor
abdominal, vémito, y malestar general (Cama et al., 2008).

La forma de transmision del parasito ocurre via fecal-oral, lo cual se facilita
por la ingesta de agua o comida contaminada, ademas puede ocurrir via persona-
persona o transmision animal a humano (A. Borad & Ward, 2010). La forma
infectiva y, a la vez, el Unico estado exd6geno de Cryptosporidium spp.
corresponde al ooquiste, elemento de resistencia del parasito que permite la
diseminacién de la infeccidn. Después de la ingestion de los ooquistes, estos se
desenquistan en el intestino delgado, liberando cada uno a 4 esporozoitos
mdviles, los cuales se adhieren e invaden a los enterocitos. La invasion de las
células del hospedero por zoitos (esporozoitos y merozoitos) se limita a la
frontera luminal de los enterocitos y conduce a la atrofia de las vellosidades
produciendo una infiltracion de células mononucleares en la lamina propia
(Chalmers & Davies, 2010); aunque en individuos con inmunocompromiso
(recuentos de linfocitos < 50cel/mm3), se ha reportado en sitios extraintestinales,
como vias biliares, higado, vesicula biliar, pancreas y pulmones (Del Coco et al.,
2014; Rani, Gupta, Gulati, & Chander, 2009).

En los procesos de adhesion e invasion de los zoitos, participan una gran

cantidad de proteinas, algunas de ellas se ha determinado su capacidad



inmunogénica, siendo consideradas blanco para generar farmacos y/o vacunas
(Ajjampur et al., 2011). Dentro de éstas se encuentra la proteina gp60 que se
ubica en complejo apical de los zoitos y que sufre una protedlisis para generar
dos proteinas gpl5 y gp40, las cuales participan directamente en los procesos
de adhesion e invasion (Ajjampur et al., 2011); aunado a esto, el gen de la GP60
es ampliamente usado para la identificacion de subtipos de C. parvum y C.
hominis; asi mismo, se han empleado proteinas recombinantes a partir de este
gen, para determinar la seroprevalencia en diversas zonas del mundo, lo cual ha
permitido un avance considerable en cuanto a la epidemiologia de la infeccion
(Bartelt et al., 2013; Xiao, 2010).

Anualmente en E.U.A se reportan 748,000 casos de criptosporidiosis y
estos reportes solo alcanzan el 1% de todos los casos en el pais (Ryan, Fayer, &
Xiao, 2014). De los brotes de criptosporidiosis, el de mayor importancia ocurrid
en 1993 en Milwaukee, EE. UU; en el cual, 403 000 personas resultaron
infectadas. Desde entonces, los casos de criptosporidiosis han sido informados
en mas de 40 paises (Xiao, Fayer, Ryan, & Upton, 2004).

La secuenciacion del gen de la glicoproteina de 60 kDa (GP60) ha mostrado
gue contiene multiples regiones que muestran altas tasas de mutacion, y una
region hipervariable de microsatélite (Diaz et al., 2012; O'Connor, Wanyiri,
Cevallos, Priest, & Ward, 2007); estos datos sugieren que es posible identificar
epitopes (péptidos) en la proteina GP60/15/40 que sean reconocidos por
anticuerpos séricos de pacientes infectados con determinado genotipo/subtipo.

Las consecuencias graves y potencialmente fatales de la infeccion,
motivan la necesidad de avanzar en aspectos vinculados el diagndstico clinico
(manifestaciones clinicas), diagndéstico etioldgico, respuesta inmune y el

tratamiento de la criptosporidiosis.



ANTECEDENTES

Cryptosporidium spp. pertenece al Phylum Apicomplexa, clase Coccidia, orden
Eucoccidiorida, familia Cryptosporidiidae. Este género se distingue de las deméas
coccidias por su especificidad, capacidad de autoinfeccidon enddgena, por su
localizacion intracelular y extracitoplasmatica en la célula y por ser resistente al
tratamiento antiparasitario (Del Coco et al., 2014). Hasta hace poco tiempo se
pensaba que Cryptosporidium era un parasito intracelular obligado que solo se
replicaba dentro de la célula blanco y que en el medio ambiente no podia
multiplicarse (Tzipori & Ward, 2002); sin embargo, diferentes estudios han
reportado la capacidad de multiplicarse en cultivos libres de células, incluso todos
sus estadios morfologicos se han evidenciado por medio de microscopia
electronica de transmision (Aldeyarbi & Karanis, 2016). Estas caracteristicas
reportadas en diferentes investigaciones en el area de biologia celular y
molecular de Cryptosporidium, han permitido que Cryptosporidium sea
formalmente transferido a una nueva subclase, Cryptogregaria junto a los
pardsitos gregarinas por el Cédigo Internacional de Nomenclatura Zoolégica
(International Code of Zoological Nomenclature ICZN) (Ryan, Paparini, Monis, &
Hijjawi, 2016).

Cryptosporidium fue primeramente reconocido por Tyzzer en 1907, quien
describié a C. muris en glandulas gastricas del estbmago de un raton. Después
en 1912, Tyzzer describié una segunda especie, C. parvum, en un raton, esta
nueva especie difiri6 de C. muris no solo por infectar el intestino en lugar del
estbmago, sino también por tener ooquistes mas pequefos (Tyzzer, 1910). 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 afos 70. 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, Burek, Page, Holscher, & Yardley, 1976). Dos meses mas



tarde, se informd de los primeros casos de criptosporidiosis en pacientes
inmunocomprometidos, asi, los meédicos comenzaron a reconocer a
Cryptosporidium como un patégeno oportunista que causaba diarrea crénica y
potencialmente mortal en pacientes con SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida) (Lucca et al., 2009).

La criptosporidiosis humana adquirié mayor relevancia en el afio de 1993,
debido a que, en Milwaukee, EUA se produjo el brote epidémico mas importante
a nivel mundial afectando a mas de 403,000 personas. Desde entonces, los
casos de criptosporidiosis han sido informados en mas de 40 paises (Corso et
al., 2003).

Actualmente, cerca de 20 especies de Cryptosporidium han sido
reportados en humanos, incluyendo a C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C.
felis, C. canis, Cryptosporidium cuniculus, C. ubiquitum, Cryptosporidium
viatorum, C. muris, Cryptosporidium suis, Cryptosporidium fayeri, C. andersoni,
Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium scrofarum, Cryptosporidium tyzzeri,
Cryptosporidium erinacei y Cryptosporidium horse, genotipos zorrillo y ardilla
(Kvac et al., 2014; Mi et al., 2014; Waldron, Dimeski, Beggs, Ferrari, & Power,
2011; Xiao, 2010). En humanos los genotipos infectantes mas frecuentes son C.
hominis y C. parvum, el primero infecta casi exclusivamente a humanos, por lo
que es considerado un pardsito antroponaético; mientras que el Ultimo infecta al
hombre y animales domésticos y salvajes por lo que es considerado un patégeno
zoonético (Amer et al., 2010; Lucca et al., 2009; Xiao, 2010). Otras especies,
tales como C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. cuniculus, C. ubiquitum y C.
viatorum son menos comunes. Estos genotipos infectan a personas
inmunocompetentes como a inmunocomprometidos (Ryan et al., 2014; Xiao,
2010) .



Ciclo de Vida

La transmision del parasito ocurre via fecal-oral con la ingestion del ooquiste, la
forma infectiva y a la vez el Unico estado exdégeno de Cryptosporidium que le da
resistencia del paréasito y le permite la diseminacion de la infeccion (Checkley et
al., 2015; Del Coco et al., 2014) por contacto directo con el hombre o con heces
de animales, exposicion con agua contaminada, comida o por fémites (Chalmers
& Davies, 2010; Neira-Otero, Mufioz-Saldias, Sanchez-Moreno, & Rosales-
Lombardo, 2005). El ciclo de vida de Cryptosporidium es monoxeno, es decir,
gue necesita un solo hospedero para cumplir su ciclo de vida por completo, y es
similar al de otros coccidios entéricos (Del Coco et al., 2014) (Figura 1).

El sitio primario de infeccién de Cryptosporidium es el ileon terminal. 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 (Albuquerque, Silva, Lima, & Magalhdes, 2012;
Clemente, Caramori, Padula, & Rodrigues, 2000).

El desenquistamiento de Cryptosporidium en el hospedero se lleva a cabo
por los cambios en la temperatura y el pH, sales biliares y accion de proteasas.
El contacto directo entre los ooquistes y el cido sialico presente en la superficie
de las células intestinales también constituye un estimulo para el
desenquistamiento (Del Coco et al., 2014). Del ooquiste son liberados 4
esporozoitos moviles, éstos se adhieren, invaden y colonizan las células del
intestino delgado, los enterocitos, parasitando de una forma intracelular, pero
extracitoplasmatica en wuna vacuola parasitofora. Los esporozoitos se
transforman a trofozoitos y éstos a su vez, a meronte tipo I, el cual continda con
un ciclo de reproduccion asexual para producir merozoitos que pueden seguir
dos vias: la primera, invadir una nueva célula y reproducirse de forma asexual de
nuevo. En la segunda, el merozoito puede diferenciarse a meronte tipo Il. Los
merozoitos que son liberados del meronte tipo Il se transforman en gametocitos

no diferenciados, que se diferenciaran a microgamote (masculino) multinucleado



y libera microgametos dentro del lumen, el cual penetra a través de la vacuola
parasitéfora para fertilizar al macrogamote (femenina) y formar el zigoto,
generandose asi, el ciclo de reproduccion sexual. Siguiendo la meiosis, el zigoto
se diferencia en 4 esporozoitos envueltos en una pared madura del ooquiste listo
para ser liberado dentro del lumen (A. Borad & Ward, 2010; Chalmers & Davies,
2010).
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Figura 1. Ciclo de vida de Cryptosporidium spp. extraido
de: https://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html
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Patogenia

La invasion de la célula hospedera se restringe a la barrera luminal de los
enterocitos y produce un acortamiento de las microvellosidades y la pérdida de
la superficie del epitelio, causando un cambio en la arquitectura de las
vellosidades (atrofia, ensanchamiento de las puntas, hiperplasia de las criptas e
infiltracion mononuclear en la lamina propia) (Chalmers & Davies, 2010).

Aungue existen algunas diferencias en las cifras reportadas, el periodo de
incubacion de la infeccion por Cryptosporidium spp.es relativamente corto: 5 a 28
dias, con una media de 7 dias (Del Coco et al., 2014). Las manifestaciones
clinicas que se producen, y la evolucion de éstas, dependen de la
inmunocompetencia del individuo infectado y, en menor medida, al nimero de
ooquistes ingeridos (Abeywardena et al., 2012; Riggs, 2002).

En personas inmunocompetentes, la infeccion puede ser asintoméatica o
producir manifestaciones clinicas, generalmente de aparicién brusca y siempre
autolimitada. El sintoma mas frecuente es la diarrea, que suele ser acuosa,
profusa y pueden contener moco, pero casi nunca sangre o leucocitos. Estas
diarreas son la manifestacibon de un cuadro de enteritis, que afecta
fundamentalmente al yeyuno e ileon (Idris, Dwipoerwantoro, Kurniawan, & Said,
2010; Ras, Huynh, Desoky, Badawy, & Widmer, 2015).

De manera general, en los individuos inmunocomprometidos las
manifestaciones clinicas de la criptosporidiosis, en particular las diarreas, son
mas intensas y de mayor duracion, incluso pueden afectarse pulmones,
pancreas, e higado. En personas desnutridas, sobre todo en nifios, las diarreas
son particularmente intensas y prolongadas. En individuos con
inmunodeficiencias reversibles, la intensidad y duracion de las diarreas dependen
del grado de incompetencia del sistema inmunologico (Del Coco et al., 2014).
Generalmente, estas personas se recuperan cuando la causa de la

inmunodeficiencia se elimina. Asi ocurre con los enfermos que reciben



tratamiento inmunodepresor por trasplantes o cancer; en pacientes con
infecciones virales que producen inmunodeficiencia transitoria, como sarampion

o varicela; y en individuos desnutridos (Bailey & Erramouspe, 2004).

Epidemiologia

Cryptosporidium es un patégeno emergente de importancia global que provoca
enfermedades entéricas en por lo menos 260 especies de vertebrados
incluyendo al hombre y ha sido reportado en mas de 90 paises (Ryan et al.,
2014). Afecta principalmente a pacientes inmunocomprometidos y se dice que
los menores de 4 afios tienen un riesgo mayor de ser afectados (Abrahamsen et
al., 2004, Lucca et al., 2009; Shi et al., 2010).

El Global Enteric Multicenter Study, que buscé evaluar las causas, la
carga, las manifestaciones clinicas y los resultados adversos de la diarrea
moderada a severa en nifios en siete sitios en Africa subsahariana (ubicada al
sur del desierto del Sahara) y el sur de Asia, identifico al Cryptosporidium como
uno de los cuatro principales contribuyentes a enfermedades diarreicas
moderadas a severas, durante los primeros 2 afios de vida, en todas las ciudades
evaluadas. En una visita de seguimiento 2 a 3 meses después del estudio, la
criptosporidiosis se asocio con riesgo de mortalidad 2 a 3 veces mayor entre los
nifios de 12 a 23 meses que tenian diarrea moderada a severa que en los
controles sin diarrea. (Collaborators, 2016). También es considerado como uno
de los cuatro patdgenos responsable de diarrea moderada a severa en personas
de pais en vias de desarrollo (Ludington & Ward, 2015).

En paises en vias de desarrollo se estima que la criptosporidiosis

representa el 20% de los casos de diarrea en nifios (Ryan et al., 2014).

Tratamiento



El tratamiento contra la criptosporidiosis es limitado. Algunas drogas han
mostrado actividad contra Cryptosporidium in vitro, en modelos animales y
personas. La FDA (Food and Drug Administration) aprob6é el uso de la
nitazoxanida para el tratamiento de la criptosporidiosis debido a que ha mostrado
eficacia en personas inmunocompetentes, asi como en nifios con desnutricion y
sin VIH; esta droga no mostré los mismos resultados en personas con VIH (Tabla
). Otros farmacos como la espiramicina y azitromicina no han mostrado eficacia
en personas con SIDA; paromomicina mostré6 poco efecto al disminuir los
sintomas y la excresion de ooquistes en las heces (Checkley et al., 2015).

La nitazoxanida (derivado de nitrotiazolil-salicilamida) es un
antimicrobicida de amplio espectro con actividad contra protozoarios, nematodos,
cestodos, trematodos y bacterias (Amadi et al., 2002). En protozoarios interviene
con la piruvato:ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) dependiente de Ia
transferencia de electrones, la cual es esencial en el metabolismo energético. La
nitazoxanida es convertida a un metabolito activo, tizoxanida (Bailey &

Erramouspe, 2004).
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Tabla I. Quimioterapia de la criptosporidiosis

Mecanismo de accion

Limitaciones

Interviene con la
piruvato:ferredoxina
oxidorreductasa (PFOR);
esencial en el metabolismo

Nitazoxanida

energético

Eficacia 56-96% en hospederos sanos.
No es eficaz en pacientes con SIDA
avanzado.

El alto costo y la disponibilidad limitan el

uso generalizado.

Inhibe la sintesis de al unirse a la
subunidad 16s del ARNr

Paromomicina

Eficacia limitada en pacientes con SIDA.
No hay datos controlados en otros

grupos.

Inhibe la sintesis de proteinas por
) o union de la subunidad 50s del
Azitromicina ) o
ribosoma e inhibiendo la

translocacion de los péptidos

No es efectivo en pacientes con SIDA
avanzado.

Eficacia en combinacién en pacientes
con SIDA.

Inhibe la sintesis de ARN
Rifaximina polimerasa impidiendo la sintesis
de ADN

Anécdotas de respuestas en pacientes
con SIDA.

Bloquea a la ARN polimerasa
dependiente de ADN

Rifabutina

Eficaz en la prevencion de la
criptosporidiosis en estudios de

profilaxis de Mycobacterium avium

Inhibidores de la
Bloguean la proteasa del VIH
HIV proteasa

Asociado con la resolucion de la
criptosporidiosis en pacientes con SIDA
Eficacia parcial contra C. parvum en

modelos de ratén

11



Diagnostico

El diagndstico etiologico de la criptosporidiosis se efectia mediante la blusqueda
e identificacion de ooquistes en la materia fecal (Figura 2). Las técnicas de
coloracion de Ziehl-Neelsen modificado (en frio) o también llamada Kinyoun es
la mas utilizada en los laboratorios de rutina; sin embargo, tiene baja sensibilidad
(70%) y depende del entrenamiento del técnico en salud que realice la prueba; la
utilizacion de métodos de concentracion de materia fecal aumenta la sensibilidad
del diagndstico microscopico (Del Coco et al., 2014).

La discriminacion entre las especies y genotipos de Cryptosporidium no es
posible por métodos tradicionales aplicados en el diagnéstico de rutina en el
laboratorio (Chalmers & Davies, 2010). Por muchos afos han sido desarrolladas
y utilizadas técnicas moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y métodos relacionados con ésta para la deteccion y diferenciacion de
Cryptosporidium. Los métodos moleculares fueron inicialmente empleados para
la diferenciacién de las especies y con una segunda generacion la identificacion
de subtipos, lo que ha permitido el estudio de las variaciones intraespecie,
principalmente dentro de C. parvum y C. hominis, desde que se codificaron sus
genomas completos en el 2003 (Abrahamsen et al., 2004; Chalmers & Davies,
2010; Widmer, 2009).

En el 2003 los genomas completos de C. parvum y C. hominis fueron
liberados de CryptoB (Investigacion gendmica de Cryptosporidium)
(http://cryptodb.org) y las descripciones fueron publicadas poco después. El
genoma (~9.2 Mb) muestra una alta similitud de la secuencia de DNA (95-97%)
con 30% de contenido de GC en ocho cromosomas. No hay grandes inserciones,
deleciones o rearreglos entre ellos y las proteinas y RNA de los dos genomas
son esencialmente idénticos. Se presume que las diferencias fenotipicas que se
observan entre C. parvum y C. hominis son debidas a polimorfismos sutiles y una

regulacion génica diferencial (Abrahamsen et al., 2004; Xu et al., 2004).
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Figura 2. Ooquistes de Cryptosporidium spp. teflidos con la tincion de

kinyoun.
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La disponibilidad de los genomas de los parasitos ha permitido la
exploracion de la variacion intra-, asi como inter-especie, facilitando la
identificacion de posibles marcadores genéticos. Durante la primera década del
siglo XXI los ensayos para aislar los subtipos de C. parvum y C. hominis se
incluyeron cada vez mas en los estudios epidemiolégicos (Robinson & Chalmers,
2012; Widmer, 2009). La secuenciacion del gen de la glicoproteina de 60 kDa
(GP60) es actualmente el método de identificacion de subtipos mas utilizado
debido a la heterogeneidad y relevancia del gen en la biologia del parasito;
contiene multiples regiones que muestran altas tasas de mutacion, incluyendo,
en particular, una region hipervariable de microsatélite (Diaz et al.,, 2012;
O'Connor et al., 2007). El andlisis de la secuencia del gen de la GP60 ha
permitido la clasificacion en diferentes subtipos. Existen 11 subtipos de familia
para C. parvum (lla, llb, llc, Iid, lle, lIf, lig, 1Ih, 1, lIk y I1l) y 6 para C. hominis (la,
Ib, Id, le, If y Ig) (Valenzuela et al., 2014; Xiao, 2010). Dentro de cada subtipo de
familia, los subtipos se diferencian dependiendo del nimero de repeticiones de
trinucledtidos (TCA, TCG, TCT) que codifican para el aminoacido serina. En un
estudio llevado a cabo en Kuwait por Sulaiman y col., en el subtipo de familia lla,
se identificaron dos subtipos, un subtipo tenia 15 copias del trinucle6tido TCA y
1 copia de TCG, mientras que el otro subtipo tenia 15 copias de TCA 'y dos copias
de TCG. Asi, los dos subtipos fueron designados como [laA15G1R1 vy
[laA15G2R1, respectivamente. En el nombre de 11aA15G1R1, lla indica que el
subtipo pertenece al subtipo de familia lla, A15 indica que el subtipo tiene 15
copias de TCA, y G1 indica que el subtipo tiene 1 copia de TCG. Debido a que
algunos subtipos tienen una copia de la secuencia ACATCA inmediatamente
después de las repeticiones de trinucleétidos y otros tienen dos repeticiones de
esta secuencia de nucleétidos, R1 y R2 son usados para diferenciar estas

secuencias (Ajjampur et al., 2011; Sulaiman et al., 2005).
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La discriminacion de las especies y subtipos de Cryptosporidium es crucial
para los estudios epidemiolégicos y la prevenciéon y control de la enfermedad
(Abal-Fabeiro, Maside, Bello, Llovo, & Bartolomé, 2013).

Existen métodos inmunolégicos como ensayos inmunocromatograficos,
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) basado en la deteccion
de antigenos y anticuerpos que se fundamenta en el uso de anticuerpos o
antigenos conjugados con un enzima que al reaccionar con el sustrato especifico
producen una reaccién de color que se puede cuantificar en un espectrofotometro
a una longitud de onda apropiada, y ensayos de inmunofluorescencia presentan
una alta sensibilidad (70-100%) (Chalmers, Campbell, Crouch, Charlett, &
Davies, 2011, Fereig, Abdelbaky, Ihara, & Nishikawa, 2018).
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Respuesta inmune

La resolucion y severidad de la infeccion es dependiente del estado inmune del
hospedero; sin embargo, la naturaleza de la respuesta inmune en la
criptosporidiosis, particularmente en humanos, es poco entendida (Ajjampur et
al., 2011). Mucho de lo que se conoce acerca de la respuesta inmune contra
Cryptosporidium es por estudios realizados en modelos animales, algunos
estudios en humanos se han centrado en la respuesta humoral sistémica, otros
han utilizado lineas celulares humanas (A. Borad & Ward, 2010).

Después de que Cryptosporidium infecta los enterocitos, éstos activan
cascadas de sefalizacion para responder al proceso de invasién, aunada a esta
respuesta inmune de mucosas, la respuesta inmune innata y adaptativa son
activadas. La respuesta inmune innata tiene un papel importante en la resistencia
a Cryptosporidium (Figura 3) (Ludington & Ward, 2015).

Las células epiteliales son centinelas en la mucosa, equipadas con varios
mecanismos de defensa para combatir los patdégenos, como la induccion de
apoptosis, produccion de péptidos antimicrobianos (B-defensinas), moco,
citocinas y quimiocinas (IL-8, CXCL10) para el reclutamiento de células inmunes
al sitio de la infecciébn. En cultivos de células in vitro se observé que
Cryptosporidium induce la expresion de B defensinas 2 (Wehkamp, Schauber, &
Stange, 2007). Las células epiteliales expresan una variedad de receptores de
reconocimiento de patrones de patégenos (PRR), como los receptores de tipo
Toll (TLR) en la superficie celular o en endosomas, y los receptores de unién a
nucledtidos y de dominio de oligomerizacién en el citosol. Estos PRR pueden
reconocer patégenos o patrones moleculares asociados a microbios y reclutan
las proteinas accesorias MyD88 para la consecuente produccion de citocinas
proinflamatorias (Chen, Splinter, O'Hara, & LaRusso, 2007). En colangiocitos,
utilizados como modelos de criptosporidiosis, se requirid una respuesta mediada

por TLR4 para la erradicacion eficiente de la infeccion, en el trabajo mencionado

16



se silencio la expresion de MyD88, TLR2 y TLR4 y provoco un incremento en la
infeccion con este parasito (A. Borad & Ward, 2010; Laurent & Lacroix-Lamandé,
2017) .

Otro componente de la inmunidad innata es la lectina de unién a manosa
gue puede activar el complemento por la via de las lectinas. Se report6é en nifios
haitianos con criptosporidiosis que en aquellos con deficiencia de lectinas a union
de manosa tenian mas probabilidad de ser infectados con el parasito (Kirkpatrick
et al., 2006).

Varios estudios sugieren que la respuesta inmune innata inicialmente
limita el namero de parasitos, pero la eliminacién de la infeccién finalmente
requiere una respuesta mediada por células T, enfatizando la importancia de las
células CD4 + en lainmunidad protectora contra C. parvum (Codices et al., 2013).

Los fagocitos mononucleares consisten de monocito, macrégafos y células
dendriticas, los cuales tienen funciones muy importantes en la inmunidad innata
frente a Cryptosporidium (Bedi & Mead, 2012). Durante la infeccién por C. parvum
en ratones neonatales, Auray y col. observaron un aumento de 60 veces en el
namero de monocitos inflamatorios a los 6 dias post infeccion Curiosamente,
estas células no solo estaban ubicadas en la ldmina propia de los ratones, sino
también en el subepitelio, en contacto cercano con enterocitos infectados. Se ha
observado que los macrofagos activados pueden responder secretando IL-18 y
TNFa en una infeccion con Cryptosporidium (Auray, Lacroix-Lamandé,
Mancassola, Dimier-Poisson, & Laurent, 2007).

Las células dendriticas (CD) juegan un papel clave en la activacion y
orientacion de las respuestas inmunes. Actualmente se sabe poco sobre el
reclutamiento de CD durante la infeccién por C. parvum. Las CD son reclutadas
por CXCL9 y CXCL10 (quimiocinas dependientes de IFN-y) y producen altas
cantidades de IL12 e IFN-y, lo que favorece el control del parasito en las células
epiteliales intestinales infectadas, durante la fase aguda de la infeccion (Lantier

et al., 2013). Una vez activados, las CD migran rapidamente al ganglio linfatico
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de drenaje para activar células T especificas. Los antigenos de C. parvum y los
parasitos vivos también se capturan en placas de Peyer (Laurent & Lacroix-
Lamandé, 2017).

Las células asesinas naturales (NK) contribuyen a la eliminacion de la
infeccion en algunos modelos murinos. En ratones, el IFN-y es crucial, tanto para
la respuesta inmune innata, como para la adquirida. Por el contrario, la infeccion
humana en hospederos sin previa infeccion se asocié con produccion de IL15,
que puede activar a NK para eliminar la infeccion in vitro (Checkley et al., 2015).

En la respuesta inmune adaptativa, la inmunidad mediada por células ha
sido demostrada en modelos murinos. La susceptibilidad que tienen los pacientes
con VIH/SIDA infectados con Cryptosporidium, cuando los recuentos de linfocitos
T CD4+ son 50 cel/mm? o menos, resalta la importancia de estas células en la
resolucién de la infeccion. La respuesta de linfocitos T CD4+ esta mediada por
INF-y. La respuesta es dependiente de MHC Il y es caracterizada por la secrecion
de INF-y (Linfocitos Thl) (Zhao et al., 2016).

Las clonas de linfocitos T derivadas de PBMC de pacientes previamente
expuestos con Cryptosporidium fueron principalmente CD4+ con TCRaopB
(fenotipo de memoria) y se caracterizaron por la hiper produccion de INF-y (A.
Borad & Ward, 2010). En otro estudio donde se estimularon PBMC de pacientes
previamente expuestos con Cryptosporidium con antigenos crudos vy
recombinantes (rgpl5) se encontré que tanto, linfocitos CD4+ y CD8+ de los
pacientes previamente expuestos, produjeron grandes cantidades de INF-y
comparados con los no expuestos (Preidis et al., 2007). El rol de los linfocitos T
CD8+ no esta claro; sin embargo, Pantenburg y col. demostraron que linfocitos T
CD8+ redujeron la carga parasitaria en células epiteliales intestinales provocando

la lisis en aquellas células infectadas por C. parvum (Pantenburg et al., 2010).
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Figura 3. Respuesta innata de mucosas a Cryptosporidium parvum (Laurent &

Lacroix-Lamandé, 2017).
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El rol de la inmunidad humoral en proteccion de la criptosporidiosis no esta
claro, pero cumple un rol importante en los estadios invasivos como merozoitos
y esporozoitos de Cryptosporidium. Estos cuando se encuentran en el lumen
intestinal son blancos para los anticuerpos, los cuales bloquean la adherencia e
invasion al enterocito (Checkley et al., 2015). Se ha observado una proteccion
parcial de preparaciones de calostro hiperinmunes (derivadas de vacas
inmunizadas con C. parvum) en infecciones con Cryptosporidium en sanos y con
SIDA. Sueros de pacientes con SIDA reconocen mucho menos antigenos de
Cryptosporidium cuando se comparan con personas sanas, sugiriendo que una
deficiencia de linfocitos T CD4+ puede resultar en una deficiencia en la respuesta
de anticuerpos (Ungar, Soave, Fayer, & Nash, 1986). Altas concentraciones de
anticuerpos especificos se asociaron con una corta duracion de la enfermedad
en nifios en Bangladesh (Khan et al., 2004).

Numerosos estudios han demostrado la existencia de IgM, 1gG e IgA en el
suero de pacientes infectados (Ajjampur et al., 2011; Allison et al., 2011; A. J.
Borad et al., 2012; Preidis et al.,, 2007; Priest et al., 2006). Estudios con
voluntarios sugieren que los pacientes con anticuerpos preexistentes de
infecciones pasadas protegen parcialmente al experimentar menos diarrea en
subsecuentes desafios (A. Borad & Ward, 2010; Wanyiri et al., 2014); sin
embargo, no se conoce si la inmunidad humoral puede proteger al hospedero por
si sola (A. Borad & Ward, 2010; Riggs, 2002).

Investigaciones recientes se han enfocado a la busqueda de antigenos de
Cryptosporidium responsables de la adhesién e invasion y que ademas
presenten caracteristicas antigénicas. Mas de 300 proteinas se han identificado
como antigenos del Cryposporidium localizados en la superficie del parasito o
excretadas (Cevallos et al., 2000).

Esfuerzos en la identificacion de antigenos inmunogénicos de

Cryptosporidium han llevado a la identificacion de la proteina GP60, también
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conocida como GP60/45/15, la cual, fue clonada y caracterizada por Strong y col.
en el 2000. La GP60 sufre una ruptura proteolitica para producir, en la superficie
de células maduras a las proteinas gp40 y gpl5 implicadas en la adhesion e
invasion de esporozoitos y merozoitos, en los enterocitos. Ambas proteinas
guedan asociadas no covalentemente y se localizan en la superficie de zoitos;
ambas se han descrito en C. parvum y C. hominis (Figura 4 y 5) (Preidis et al.,
2007).

A pesar del polimorfismo en el gen GP60, la parte que codifica para la
gpl5 es relativamente conservada. El C-terminal de la gpl5 esta anclada a la
membrana de los estadios invasivos de Cryptosporidium mediante un enlace
glicosilfosfatidilinositol (GPI) y se elimina durante la motilidad del parasito como
lo muestra la figura 5 (Priest et al., 1999). La presencia de anticuerpos séricos
preexistentes anti gp15 se ha correlacionado con proteccién (Frost et al., 2005;
Moss et al., 1998). Estudios realizados en adultos quienes se han infectado con
Cryptosporidium de forma natural o experimental, han asociado la presencia de
anticuerpos preexistentes anti gp15 con la disminucion tanto de la duracion como
la severidad de la infeccion (A. Borad & Ward, 2010; Riggs, 2002), ademas se ha
demostrado que en humanos infectados previamente con Cryptosporidium, la
gp15 induce una respuesta celular mediada por IFN-y (Preidis et al., 2007).

En todas las especies y subtipos de familia de Cryptosporidium se ha
identificado que la gp40 posee dominios conservados (region C-terminal), y
dominios polimorficos (region N-terminal). Asi mismo, se ha descrito que
anticuerpos anti-gp40 inhiben la infeccién por C. parvum in vitro (Cevallos et al.,
2000; Strong, Gut, & Nelson, 2000).

Avanzando con los estudios para generar nuevas estrategias para la
eliminacién de la criptosporidiosis, se ha determinado la respuesta de anticuerpos
séricos (IgG) especificos hacia ciertos antigenos de bajo peso molecular de la
superficie de los esporozoitos, particularmente los antigenos recombinantes de
27 KDa (Perryman et al., 1996) y de 17 KDa (Elwin et al., 2007).
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Set A. oocysts

Figura 4. Localizacion de gp40 en Cryptosporidium. (A B y C) Anticuerpos anti
gp40 (verde) unido a la superficie interna de la pared del ooquiste (A), superficie
de esporozoitos (B), y vesiculas dentro del esporozoito (C). La pared del ooquiste
de C. parvum es tefiida con MPA MPA (A), mientras que el nucleo en tefiido con
DAPI de color azul (C. By C muestran la misma magnificacion. Barrass, 2 pm
(A), 1 um (C) (Chatterjee et al., 2010).
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Set A. oocysts

intact
intact

Set B. sporozoites

Figura 5. Localizacion de la proteina gpl5 en Cryptosporidium. (A) Se observa
en el exterior del ooquistes, donde la pared se tiie con WGA (wheat germ
agglutinin) de color rojo. (B) Anticuerpos contra gpl5 (verde) se aglutinan en
esporozoitos de C. parvum, la superficie del zoito esta en color rojo con la tincion

de Alexa Fluor. Barras, 2.5 pm (Set A), 1 um (B), and 250 nm (C) (Chatterjee et
al., 2010).
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Pacientes con criptosporidiosis sintomatica infectados con C. hominis
presentaron una respuesta cruzada mediada por IgG hacia ambos antigenos
recombinantes, lo que suponen la presencia de epitopes comunes en ambas
especies; sin embargo, en este mismo estudio, observaron que el titulo de
anticuerpos fue significativamente mayor cuando la respuesta se evalud
utilizando el antigeno recombinante de gp40 de C. hominis con sueros de

pacientes infectados con esta misma especie (Ajjampur et al., 2011).

Avances en vacuna contra la criptosporidiosis

A pesar de los esfuerzos en la evaluacion de mas de 1000 agentes terapéuticos,
no existe un farmaco que pueda eliminar la criptosporidiosis en todo tipo de
hospedero, es por esto que el desarrollo de una vacuna para prevenir la
enfermedad o reducir la severidad de la infeccion es una opcién relevante (Mead,
2014). Debido a que el parasito se desarrolla en el intestino delgado, una vacuna
que estimule la respuesta inmune en mucosas podria ser un excelente candidato,
vacunas que estén compuestas de proteinas inmunogénicas son un ejemplo de
esto. Algunos candidatos a vacunas pueden ser las proteinas Cp23, gpl15, gp40
porque en diferentes estudios se han identificado respuesta a anticuerpos contra
estas proteinas; ademas, se ha asociado con proteccion parcial (Ajjampur et al.,
2011; Allison et al., 2011).

Existen limitaciones para este tipo de vacunas, ya que el sistema
inmunitario de la mucosa en el tracto intestinal generalmente existe en un estado
de tolerancia activa a los antigenos alimentarios y las bacterias comensales,
puede ser mas dificil lograr una respuesta inmune fuerte con una proteina dirigida
a los patdégenos intestinales (Mead, 2014). Es posible que se deban emplear
estrategias para superar esto, como el uso de adyuvantes (Toxinas bacterianas,
ligandos TLR, inmunoestimulantes no TLR, entre otros) o sistemas de

administracion (p. Ej., nanoparticulas, polimeros mucoadhesivos) que aumentan
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la absorcién de la vacuna por células presentadoras de antigeno, células M
(Riggs, 2002).

Otra forma de vacunacion es la inmunizacion con ADN, la cual se ha usado
para inducir respuestas de células B y T especificas de antigeno en varios
modelos de infeccion (Jenkins, Kerr, Fayer, & Wall, 1995). La primera vacuna de
ADN que expresa el gen GP60/15 se inyect6 en la glandula mamaria de vacas.
Los sueros y el calostro que se generaron confirieron una respuesta protectora
cuando se evaluaron en ensayos de cultivo celular infectadas con
Cryptosporidium indujo, principalmente, una respuesta inmune tipo 1 cuando se
inyect6 por via intranasal o intramuscular en ratones, e indujo una produccién
especifica y duradera de IgA anti-gpl5 en secreciones intestinales e 1gG
especifica en el suero de ratones, que persistio hasta 1 afio después de la
primera inoculacion de ADN (Sagodira, lochmann, Mevelec, Dimier-Poisson, &
Bout, 1999).

Una vacuna con péptidos sintéticos estimula la respuesta contra regiones
de la proteina que es critica para la funcion de patogenicidad del parasito, puede
ser efectiva debido a cierta seguridad al usarlas, pocas dificultades de
elaboracion y menores condiciones de almacenamiento (Avendafio et al., 2018).
Las vacunas de péptidos sintéticos generalmente estan compuestas de 20 a 30
aminoacidos que contienen el epitopo especifico de un antigeno relacionado con
un patdgeno infeccioso especifico; un epitopo estimulador de células T
cooperadoras y un epitopo que estimule una respuesta B especifica (mediante
un epitopo para células B) o citotdxica especifica (mediante un epitopo para
células T CD8+) (Mead, 2014). Las respuestas inmunitarias humorales y
celulares aumentan si se incluyen multiples epitopos en una vacuna; sin
embargo, las vacunas peptidicas que usan epitopos de antigeno tienden a ser
inmundégenos pobres y necesitan la ayuda de adyuvantes y/o sistemas de
administracion para su eficacia. Avendafo y col. estimularon ratones con cinco

péptidos de las proteinas gpl5 y CSL (antigeno de circumesporozoito), ellos
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encontraron que estos péptidos sintéticos eran capaces de estimular la
produccion de anticuerpos y en dos péptidos de gpl5 se detectaron anticuerpos
neutralizantes (Avendano et al., 2018).

Comprender las interacciones hospedero-pardsito y los elementos
esenciales de la inmunidad a Cryptosporidium; asi mismo, el aumento continuo
en los datos de la secuencia del genoma, la caracterizacion de antigenos, la
expresion de proteinas durante las diferentes etapas del ciclo de vida puede

conducir al desarrollo de inmunoterapias o vacunas efectivas (Mead, 2014).
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

Estudio de casos y controles.

Declaraciones éticas

Este proyecto esta registrado en la Secretaria de Salud del Estado de Sonora
(No. 196) y fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Infantil del Estado
de Sonora (HIES) y del Centro Médico Dr. Ignacio Chavez (CMDICH) (CEI-09-
2015), también se obtuvo el consentimiento informado por parte del padre o
tutor de cada paciente donde se explicaba claramente los objetivos del estudio.
Las caracteristicas clinicas de los pacientes se obtuvieron del expediente clinico
de cada hospital, previa autorizacion.

Tincién de Kinyoun

Se elaboré un frotis delgado de la muestra de heces en un portaobjetos y se dejé
secar. Se coloco el portaobjetos en una gradilla para tefir y se fij6 con metanol
hasta secarse, se cubrié con fucsina basica al 1% durante dos minutos, después
se lavo con agua de la llave. Se decolor6 con &cido sulfdrico (H2S0a4) al 10% y se
lavd, nuevamente con agua, repitiendo el lavado hasta lograr un rosa palido. Se
cubrié con verde brillante al 1% durante treinta segundos para lograr una
coloracién de contraste, se lavé con agua corriente y se dejo secar al aire. Se
observo al microscopio en el objetivo 100x con aceite de inmersion en busca de

ooquistes de Cryptosporidium.
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Extracciéon de DNA

Se colocd en un microtubo 1.4 mL de amortiguador de lisis (ASL), se adicionaron
200 pL de una suspension de muestra de heces. Se aplico de 3 a 5 cambios de
temperatura de -20°C a 96°C. Se mezclé en vortex por un minuto.
Posteriormente, se centrifugd a 16,000 g por un minuto, se pasé 1.2 mL del
sobrenadante a otro tubo de 2 mL. Se adicion6 una tableta inhibitex y se mezcld
de inmediato en vértex por tres minutos. Se dejé un minuto a temperatura
ambiente para posteriormente centrifugarse tres minutos a 20,000 g. Se pasé
todo el sobrenadante a otro tubo de 1.5 mL y se centrifugd tres minutos a 16,000
g. En otro tubo de 1.5 mL se colocaron 15 pL de proteinasa K. Se adicionaron
200 pL del sobrenadante del paso anterior y se agregaron 200 pL de
amortiguador AL, se mezcl6 en vortex quince segundos, se calenté a 70°C por
diez minutos y se centrifugd por un minuto a 16,000 g y posteriormente se
adicion6 200 uL de etanol absoluto, se mezcl6 en vortex y se centrifugd un minuto
a 16,000 g. Se paso todo el sobrenadante a una columna QIAamp spin y se
centrifugd un minuto a 16,000 g, se cambié la columna a otro tubo de coleccién
y se adicion6 a la columna 500 pL de amortiguador AW1, se centrifugd un minuto
a 16,000 g, a continuacion se cambié la columna a otro tubo de coleccién y se
adicion6 a la columna 500 pL de amortiguador AW2, se centrifugd por tres
minutos a 16,000 g, se cambié la columna a un microtubo de 1.5 mL y se
adicionaron 200 pL de amortiguador de elusion AE, se incubd un minuto a
temperatura ambiente y se centrifugd un minuto a 16,000 g para eliminar la
columna y se guardo el DNA filtrado a -20°C.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Para identificar los genotipos y subtipos de Cryptosporidium se realizo la técnica

de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando dos marcadores
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moleculares, SSU rRNA y GP60, los cuales amplifican un amplicon de 826-864
pb y 880-900 pb respectivamente. Los iniciadores utilizados para la amplificacion
son 5’ATAGTCTCCGCTGTATTC3" y 5 GGAAGGAACGATGTATCTS’, para la
amplificacion anidada 5 TCCGCTGTATTCTCAGCC3’ y
5" GCAGAGGAACCAGCATCS". En el apartado de anexos se encuentra la
secuencia del gen de la GP60 y se muestran donde se alinean los iniciadores,

ademas se describe el protocolo pormenorizado.

Electroforesis

Para saber si se amplificaron las muestras, se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 1.2% en una camara de electroforesis (Bio-Rad, CA USA). Se
monto el gel en la camara de electroforesis y se adicion6 en cada pozo 5 pL de
muestra de DNA obtenido del amplificado de la PCR y 2 uL del buffer de carga.
En un pozo se agregaron 5 pL del marcador de pares de bases mas 2 pL del
buffer de carga. Se realiz la corrida electroforética con 100 volts por cuarenta
minutos, acabado el tiempo se escurrié el gel, se colocd en un transiluminador
(Gel Doc XR+ System, Bio-Rad, Ca USA) de UV para documentar el resultado
mediante una fotografia.

Secuenciacion

Las muestras que tenian la banda del tamafio esperado en el gen de la
amplificacion de la GP60 se enviaron a secuenciar a la Universidad de Arizona,
quienes la realizan por el método de Sanger, usando didesoxiterminadores
fluorescentes y un secuenciador automatizado de DNA que funciona a base de
capilares, en los cuales se realizan las separaciones electroforéticas. Se

colocaron, en un tubo de 1.5 mL, 10 pL del producto de PCR anidado a
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secuenciar. Adicionalmente, en tubos de 1.5 mL se colocaron 100 pL de cada

iniciador a una concentracion de 3 pM.

Analisis de las secuencias

El andlisis de las secuencias se hizo por medio del programa Chromas Lite
version 2.1. Se utilizé el programa Clustalw para alinear multiples secuencias y
con esto detectar las diferencias y similitudes entre las diferentes secuencias de
DNA de las muestras obtenidas. Por ultimo, para comparar las secuencias
identificadas en este trabajo con otras reportadas en el mundo se empleo el

programa Blastn.

Péptidos

En este estudio se utilizaron cinco péptidos de C. parvum (Tabla Il). Los péptidos
fueron sintetizados por GenScript (Piscataway, NJ, EE. UU.) a una pureza >70%
y se ajustaron a una concentracion de 1 mg/mL en agua. Se utilizaron las
propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos como hidrofobicidad/hidrofilicidad
que usa algoritmos basados en tiempos de retencion de péptidos durante
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), flexibilidad que utiliza algunos
algoritmos que se basan en la movilidad de segmentos de proteinas sobre la
base de factores de temperatura conocidos. También se tom6 en cuenta la
exposicion a la superficie, considerando los residuos de aminoacidos accesibles
y transmembranales; para la antigenicidad se usaron algoritmos que utilizan las
propiedades fisicoquimicas de los residuos de aminoacidos y su frecuencia de
ocurrencias en epitopos segmentarios conocidos experimentalmente para
predecir determinantes antigénicos en las proteinas. Todos los péptidos se

usaron a una concentracion final de 0.5 pg/mL para el ELISA.
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Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

La prueba de ELISA se llevo a cabo para la identificacion de anticuerpos 1gG anti-
Cryptosporidium. Placas de 96 pocillos de fondo plana se utilizaron para
recubrirlas con péptidos a una concentracion de 0.5 pg en de buffer de
carbonatos 0.1 M, pH 9.6. Las placas de 96 pozos se incubaron toda la noche a
4°C. El exceso de péptido se lavo tres veces con 0.05% Tween 20-PBS, pH 7.4.
Las uniones no especificas fueron blogueadas con una solucién de 5% de leche
en polvo sin grasa por 4 h a temperatura ambiente. Después de tres lavados con
una solucion de Tween 20 — PBS, se incubaron con el suero de los pacientes
diluido 1:100 en PBS por 1 h a temperatura ambiente. Se lavaron tres veces para
quitar el exceso de suero y se incubaron con anticuerpo IgG anti humano
peroxidado (diluido 1:1000) por 1 h a temperatura ambiente. Después se lavo e
incubé con una solucién de TMB como sustrato por 5 minutos a temperatura
ambiente y en ausencia de luz. La reaccién se detuvo con H2S04Y la absorbancia

se leyd en un espectrofotometro a 450 nm.

Analisis de Datos

Los datos se analizaron por medio del software GraphPad Prism 5 para Windows
(GraphPad Software Inc, San Diego, California). Las diferencias entre el grupo
de pacientes y el grupo control, ademas de los niveles de IgG e IgM séricas en
casos y controles fueron comparadas usando la prueba estadistica t de student.
La correlaciéon entre los cinco péptidos se calculé usando el coeficiente de

correlacion de Spearman.
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Tabla Il. Péptidos sintéticos de la proteina gp15 y gp40 de C. parvum

Posicion de _ Posicion Tamafo
Nombre o Secuencia _ _ _
inicio final (aminoacidos)
V30 30 47 18
A109 109 Esta informacion es objeto 125 18
de proteccion de las
A133 133 patentes pendientes No. 151 18
MX/a/2019/000000 y No.
A32 32 MX/a/2019/000000 49 18
R61 61 78 18
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacién Microscopicay Poblacion de Estudio

En este estudio el grupo de casos estuvo conformado por 41 infantes
menores de 10 afos (51% del género masculino); el 90% de los casos de
criptosporidiosis (37/41) fueron reclutados del Hospital Infantil del Estado de
Sonora (HIES) (Tabla I); el diagndstico de ingreso mas frecuente en ellos fue la
gastroenteritis aguda (GEA), desnutricién y deshidratacién; sin embargo, se
presentaron tres casos cuyo diagnostico de ingreso era ajeno al trastorno
gastrointestinal: otitis aguda, tuberculosis pulmonar, neumonia y bronquiolitis
(Tabla 11). EI 10% de los casos (4/41) fueron reclutados del Centro Médico “Dr.
Ignacio Chavez” (CMDICH); el diagndstico de ingreso en cada uno de ellos fue
diferente, un caso acudio al médico por revisién general, dos por gastroenteritis
aguda (GEA) y el ultimo por infeccién de vias urinarias (IVU) (Tabla Il y IV).

El grupo control fue conformado por 90 sujetos, el 47.8% fueron del género
femenino (Tabla Ill). Treinta y cuatro de ellos, fueron reclutados del Servicio de
Infectologia del HIES, todos ellos menores de 15 afios de edad; El 88% de ellos
(30/34), con diagndstico de ingreso de diversas infecciones: de vias respiratorias
(16/30), GEA (6/30) (Tabla 1V). Treinta y uno de los controles se reclutaron del
CMDICH (1-65 afios).

Especies y Subtipos de Cryptosporidium Identificados

Después de determinar la presencia del parasito usando el método de Kinyoun,
los genes SSU rRNA y GP60 fueron amplificados y reamplificados por PCR
anidada. La figura 6 muestra una fotografia representativa de la amplificacion
anidada del gen de la GP60 de Cryptosporidium, también nos permite observar

dos muestras positivas debido a la banda caracteristica de 880 a 900 pares de
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bases y que se puede comparar con los controles positivos en los carriles 1y 2.
Aunque estas bandas nos permiten saber que las muestras son positivas a

Cryptosporidium, no revela la especie/genotipo del parasito, ni los subtipos.
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Tabla IlIl. Distribucién de casos y controles por hospital de origen

N Sexo
Casos 41 F M
CMDICH 9.8% (4/41) 25% (1/4) 75% (3/4)

HIES 90.2% (37/41)  45.9 (17/37)  54.1% (20/37)

Controles 90 F M
CMDICH 34.4% (31/90)  48.4% (15/31) 51.6% (16/31)
HIES 37.8% (34/90)  41.2 % (14/34) 58.8% (20/34)
Voluntarios 27.8% (25/90)  56.0% (14/25) 44.0% (11/25)

N: nimero de muestra; F: femenino; M: masculino; HIES: Hospital Infantil del
Estado de Sonora; CMDICH: Centro Médico “Dr. Ignacio Chavez”
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Analisis de Secuencias

El andlisis de las secuencias de aminoacidos del gen SSU rRNA, nos permitid
identificar a tres genotipos de Cryptosporidium, C. parvum en el 58.5%, a C.
hominis en el 41.5% de los casos y a C. canis en el 4.9%. Dentro del analisis de
las secuencias de nucleétidos la comparacion de éstas con otras reportadas en
el mundo nos permite confirmar que se trata del gen de interés.

Con el analisis de la secuencia del gen GP60 se logr6 identificar los
subtipos de Cryptosporidium circulantes en el Estado de Sonora, lo cuales, dentro
de C. hominis se identificé el subtipo: 1aA15R3 (3/14), IbA12G3 (3/14),
leA11G3T3 (5/14), 1aA14R3 (2/14) y 1aA14R11 (1/14). En C. parvum se identifico
[1aA15G2R1 (19/20) y un solo subtipo [IcA5G3 (1/20) (Tabla 1V) En el 7.3% de
los casos (3/41), se logré determinar mediante gPCR la coinfeccion de C. parvum
y C. hominis y en el 2.4% de los casos (1/41) se identificé una coinfeccién de C.
canis y C. hominis.

En una investigacion sobre los casos de criptosporidiosis detectados entre
1989 y 2008 realizado en Inglaterra y Gales se encontré que la edad en el
paciente es un factor principal en la epidemiologia de la infeccion, los nifios de 0
a 4 afnos tienen un riesgo mayor de padecer criptosporidiosis. Asimismo, se
encontré en una investigacion en Irlanda que el 70% de los casos se present6 en

nifios menores de 5 afios (Zintl et al., 2011).
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1500 pb

600 pb

100 pb

Figura 6. Amplificacion anidada del gen de la GP60 de Cryptosporidium. Carril 1:
marcador de 100-pb; carril 2: C. hominis; carril 3: C. parvum; carril 4: control

negativo; carril 5: muestra S8; carril 6: muestra S9.
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Tabla IV. Especies y subtipos de Cryptosporidium identificados en Sonora,

México.

Subtipo (n) Edad Género Sintomas clinicos Numero de GenBank
Especies/Genotipos (n)
C. hominis (14) laA14R3 5M Femenino SM, FT,F, P, C
(2) 1A Masculino SM, D, DH, F KY990911
KY990907
laA14R11 1A Femenino LM, D, DH, V, FT KY990908
()
laA15R3 1A Femenino LM, D, FT, AP, V, F, E KY990918
?3) 1A Masculino D, DH KY990897
1A Masculino B -
IbA12G3 M Femenino D, AP, V, F KY990906
?3) 2A Femenino NS KY990900
4A Femenino AP, AOM, HD KY990899
1eA11G3T3 ™ Femenino LM, D, DH, P KJ460365
(5) 1A Masculino PTB, AP KJ460371
1A Masculino FT, AP KY990909
3A Femenino SM, D, V, HPT, H KY990895
3A Masculino D KY990898
C. parvum (20) 11aA15G2R1 1A Masculino D -
(29) 1A Masculino B -
1A Femenino D, AP, F, HD KY990914
1A Femenino D, FT,V,F KY990915
2A Femenino D, FT,AP,V, F KY990913
2A Masculino D, V, F, AOM KY990896
2A Masculino AP, FT KY990917
2A Masculino D, F, IDA KY990919
3A Femenino D, AP KY990889
3A Femenino D, FT, AP, V, HD KY990902
3A Masculino D, FT, AP,V KY990912
3A Masculino D, AP, DH, V KY990893
4A Femenino AP, FT -
4A Masculino D KY990891
4A Femenino D,V KY990888
6A Masculino D,HD, F,V, FT -
6A Masculino  SM, D, HIV, P, PTB, CO KY990892
8A Femenino FT, AP, V, F, UTI, HD KY990916
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9A Masculino HIV, SM, D, CO KJ460372

IlcA5G3a 1A Femenino SM, D, V, F KY990890
1)
C. canis (1) 2A Masculino D KT749817
C. canis/C. hominis (1) 1A Masculino D, AP, F,V,HD, FT -
C. parvum/C. hominis 5M Femenino LM, D, DH KY990894
?3) A Masculino D, FT, AP,V KY990910
A Femenino NS KY990901
ND (2) ND 1A Masculino AS -
ND 3A Masculino D, AP, F, FT

A, afos; M, meses; SM, Malnutricion severa; MM, Malnutricibn moderada; LM,
malnutricion leve; D, diarrea; DH, Deshidratacion; V, Vomito.; F, Fiebre; AP, Dolor
abdominal; IDA, Anemia por deficiencia de hierro; H, Hipotiroidismo; P, Neumonia; CO,
candidiasis oral; AOM, Otitis aguda media; S, sinusitis; AR, Rinitis alérgica; PTB,
Tuberculosis pulmonar; C, Conjuntivitis; UTI, Infeccion en tracto urinario; E, Epilepsia;
HIV, HIV-positivo; HPT, Hepatitis; HD, Dolor de cabeza; FT, Flatulencia; B, Bronquitis;
NS, Sin sintomas; ND, No determinado.
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De los 41 casos positivos en el presente estudio, en catorce se encontro a C.
hominis, en veinte de los infantes se identificé a C. parvum, en solo uno a C. canis
y cuatro coinfecciones, 3 pacientes con C. hominis y C. parvum y otro paciente
infectado con C. hominis y C. canis. Si bien en otros estudios se han encontrado
resultados que indican que C. hominis es predominante en humanos (Peng et al.,
2003), en esta investigacion se observaron las dos especies de Cryptosporidium
mas comunes, esto debido, quiza a que el Estado de Sonora es uno de los 10
estados de mayor produccion ganadera en el pais, segun el SIAP (Servicio de
Informacién Agroalimentaria y Pesquera) que emite SAGARPA (Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién) y C. parvum
tradicionalmente es asociado a animales de granja, lo que nos permite inferir que
existe una transmision zoonotica, ademas que C. canis es predominante en
perros. Aun nado a esto, en el grupo de trabajo, se nos solicité el diagndstico de
criptosporidiosis en becerros lactantes provenientes de una granja lechera en la
regiobn. Encontramos que estaban infectadas con C. parvum; después de la
secuenciacion, identificamos que el subtipo infectante de las becerras era el
[laA15G2R1, mismo identificado en 19 nifios de este estudio.

Dentro de C. parvum se identificaron dos subtipos de familia: lla y llc. El
subtipo de familia Ila es comunmente encontrado en terneras (Xiao, 2010). En
todos los nifios infectados con el subtipo de familia Ila (7/8) tenian el subtipo
laA15G2R1, éste se ha reportado en humanos en Bélgica, Holanda, Portugal,
Eslovenia, Etiopia, Kuwait, USA y México, y es una causa comun de brote en
Reino Unido; sin embargo, también se ha reportado en ganado en Reino Unido,
Bélgica, Holanda, Alemania, Portugal, Italia, Espafa, Eslovenia, USA y Canada
(Xiao, 2010). Este subtipo es uno de los mas predominantes, resultado de una
transmision zoondtica (Sulaiman et al., 2005; Valenzuela et al., 2014; Zintl et al.,
2011). Otro subtipo de familia encontrado fue llc (antes llamado Ic) se ha
identificado solo en humanos, a diferencia de otros subtipos que se han

observado en humanos y ganado vacuno. Dentro del subtipo de familia lic se
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encontrd al unico subtipo IIcCA5G3 reportado previamente en personas con HIV
de la India (Sharma, Sharma, Sehgal, Malla, & Khurana, 2013; Stensvold, Beser,
Axén, & Lebbad, 2014).

En los pacientes infectados con C. hominis se encontraron tres subtipos
diferentes: la, Ib, y le. El subtipo le fue el mas prevalente en nuestro estudio,
identificamos al subtipo IleA11G3R3 (n=5), que ha sido uno de los subtipos de C.
hominis mas reportados en paises en desarrollo (Xiao, 2010). En un estudio en
Perd, se reportd este subtipo en 13 pacientes VIH positivos (13/141); en 3 de
estos casos tenian diarrea (Cama et al., 2007). El subtipo Ib es el principal
responsable de la transmision por agua y comida en muchos paises (Alyousefi,
Mahdy, Lim, Xiao, & Mahmud, 2013; Li et al., 2013). Camay col., describieron a
este subtipo como el mas virulento que otros subtipos; esto debido a que fue
asociado a nauseas, vomito y malestar general (Cama et al., 2008). Los subtipos
IbA12G3y laA15R3, se identificaron en tres pacientes, respectivamente. Nuestro
trabajo es el primer informe del subtipo IIcA5G3a y IdA23 en México y la primera
descripcion del subtipo 1aA14R11.

Existen estudios que han asociado las manifestaciones clinicas con los
genotipos y subtipos infectantes; Cama y col. encontraron asociacion en las
manifestaciones clinicas de los casos de criptosporidiosis y los genotipos
infectantes; se asocié a C. hominis en aquellos pacientes con sintomas como
nauseas, vomito y malestar general, aunado a la diarrea. En cambio, especies
como C. parvum, C. canis, C. felis, y C. meleagridis se asociaron a los casos de
pacientes que presentaban solo diarrea (Cama et al., 2008). Para el grupo de
pacientes incluidos en este estudio, encontramos una asociacion
estadisticamente significativa (X?=5.22, p=0.02) entre la desnutricion y el
genotipo infectante, identificandose mayormente en casos infectados con C.
hominis. En los casos con GEA identificamos una asociacion estadisticamente
significativa (X?=6.45, p=0.01) entre la desnutricion y la especie/genotipo

infectante; asi mismo, entre la deshidratacién y la especie/genotipo infectante
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(X2=6.18, p=0.01). La desnutricién y deshidratacion se presentaron con mayor
frecuencia en los casos de C. hominis con GEA.

Cryptosporidium canis, es comunmente identificada en perros, es
considerada potencialmente zoonoética basado en su presencia en pacientes
humanos del Reino Unido, Jamaica, Kenya, Perd, Thailandia y los Estados
Unidos (Jian et al., 2014). En este estudio, se identificé a C. canis en dos nifios
de 2 afios de edad, ellos fueron atendidos en el Hospital Infantil del Estado de
Sonora. Presentaron diarrea, dolor abdominal y fiebre, y uno de ellos presenté
desnutricién de grado Il. En ambos casos, se mantenia contacto con perros en el
hogar y lugares visitados con frecuencia; desafortunadamente, no se obtuvieron
muestras de esos animales, pero se ha demostrado la transmision antropondtica
de C. canis, especialmente en pacientes con SIDA (Cama et al., 2007).

Todos los casos de criptosporidiosis presentados en este estudio
corresponden a nifios menores de 10 afios de edad; esto puede deberse a la alta
incidencia de criptosporidiosis en nifios, probablemente, por falta de habitos de
higiene, a la inmadurez de la mucosa intestinal o de factores externos comunes
en paises en vias de desarrollo, mala potabilizacién del agua, falta de drenaje y

pavimentacion. (Bouzid y col., 2008).

Respuestainmune humoral

De los cinco péptidos probados, A133 y A32, fueron los que mostraron diferencia
estadisticamente significativa (p<0.004) en cuanto al reconocimiento de IgG
sérica entre casos y controles; siendo reconocidos mayormente por los casos
(Figura 7). Sin embargo, no fue posible discriminar el genotipo infectante (C.
parvum, C. hominis y C. canis), con base al reconocimiento sérico (IgG) hacia los
péptidos probados; ya que no existid diferencia estadisticamente significativa
(p>0.4) al agrupar los casos por especie infectante (Figura 8). En estudios

previos, en los cuales evaluaron el reconocimiento (IgG sérica) hacia proteinas
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recombinantes de la gp15 (rgp15) de C. hominis (Allison et al., 2011) y la rgp40
de C. parvum (Ajjampur et al., 2011) encontraron al igual que nuestros resultados,
diferencias estadisticamente significativas en el reconocimiento de los antigenos
probados entre casos y controles, asi como una reactividad cruzada entre
epitopes (péptidos) de estos antigenos (rgpl15Ch, rgp40Cp). A pesar de que el
disefio de los péptidos probados, A109, A133, A32 y R61 se generaron a partir
de la secuencia de la gpl1l5 C. parvum; después de realizar alineamientos con
otras secuencias reportadas, los péptidos A109, A32 y R61 se encuentra en la
gpl15 de C. hominis, por lo que estos péptidos se presentan en la gpl5 para
ambas especies (epitopes conservados); razon por la cual no encontramos
diferencias estadisticamente significativas por especie genotipo infectante; sin
embargo, diseflamos dos péptidos (A133 y V30) cuya secuencia se alinea
solamente en aislados de C. parvum, pero tampoco encontramos diferencias en
el reconocimiento por genotipo infectante. Aunque no encontramos diferencias
entre los genotipos infectantes no se puede decir que los péptidos no pueden
discriminar entre especie infectante debido a que nuestros pacientes no cursaban
una infeccion primaria y pudieron haber tenido diferentes encuentros a lo largo
de vida de los casos. Esto puede explicarse debido a que nuestros casos tenian
mayor reconocimiento con IgG, reflejo, de células B de memoria; ademas que la
falta de diagnostico certero en nuestro pais, permite que la enfermedad llegue a

ser cronica.

43



Péptido A133 Péptido A32
209 2.0
* *
E — E —_—
o 15 - Yy o 154 -
g LAl ¢ ..... V;vv
© u © mgh v
© 1.04 L MAAAM © 1.0 :--:-l. ";W'
2 [ u" vyYvyy 2 AL ML AA
g H M g = Tl
S o054 [ [ _ydmmdry 5 05 CEHT VRN TYY.
E " Ty ey E ] | v
< "agu" Ml < " vy
0.0 T T 0.0 T Y
D S D S
6\b> 6@ %\b:» Q'@
o & .o 8¢
I «90 F R
< o
IgG anti-Cryptosporidium 1gG anti-Cryptosporidium
*p=0.0025 *p=0.0031
Péptido R61 Péptido A109
20n 2.0q
* £
| vy
: S 15 - vvv
Qo 151 3 .
Q Vv < Yyv
< - vY © " Yvyv
S 10 - MMM S 104 N | M
G .01 . n v,
- nggalie ey g el VR
g m=galf YT £ . YRRy
<} 0.5 o .5 Hg_pE" ﬂ Vv;v
u @ ull WY
é I.x.ll v 2 am vv'?:'vv
iE EmE et Ll va
0.0 T T 0.0 T T
D S\ S
& & & &
S ¢ s &
o N e N
& S
O 00
IgG anti-Cryptosporidium IgG anti-Cryptosporidium
*p=0.07 p=0.284
Péptido V30
2.0
€
o
Q 15
o) v
<
© = v ;'v
o 1.0 - ;v'v
(8]
S s Vv TNy
v
g O HTY vv&vv
S 05
8 -I .- Y VY, 'Yy vy
a [ vy Y
< "nan TR
0.0 T T
\g\) ®®
B 0\«259
e &
00

IgG anti-Cryptosporidium

p=0.937

Figura 7. Comparacion de las absorbancias obtenidas entre casos y controles
con cuatro péptidos de la gpl5 (A133, R61, A109 y A32) y uno de la gp40 (V30)
de las proteinas gpl15 y gp40 de C. parvum.
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corte (promedio mas dos desviaciones estandar) para cada péptido, obtenido del

promedio de las absorbancias de los controles. Cp, C. parvum; Ch, C. hominis;

Cc, C. canis.
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Sabiendo que los péptidos A133 y A32 pudieron discriminar entre casos y
controles; decidimos buscar si existian diferencias estadisticamente significativas
entre el reconocimiento de IgM e IgG de los casos y controles con estos péptidos
(Figura 9y 10), partiendo del hecho que los individuos con infeccion aguda tienen
mayores titulos de IgM y estos van disminuyendo con el tiempo, pero los titulos
de IgG, se incrementa (infecciones cronicas). Encontramos que hubo diferencias
estadisticamente significativas (p=0.0001) entre los anticuerpos séricos IgM e
IgG de los casos y también de los controles observdndose mayor reconocimiento
con IgG para ambos. Interesantemente, en los controles por arriba de la linea de
corte, observamos diferencias estadisticamente significativas entre IgM e 1gG,
dejando evidencia que estos individuos tenian células B de memoria generadas
por encuentros previos.

En estudios previos, se ha demostrado que se requieren multiples
encuentros con el parasito para generar titulos considerables de IgG (DuPont et
al., 1995). En este estudio pudimos observar que algunos controles tenian
reconocimiento IgG sérica, posiblemente debido a encuentros previos con
Cryptosporidium, a pesar de que no tenian una infeccién en el momento de este
trabajo.

Existen estudios que exploran la respuesta inmune humoral en pacientes
infectados y no infectados utilizando proteinas recombinantes, pero no péptidos
sintéticos, este es el primero realizado en México. Avendario y col. utilizaron cinco
péptidos sintéticos de las proteinas gpl5 (Cpl5) y CSL para evaluar la
seroneutralizacion de éstos en modelos murinos. Ellos encontraron que todos los
péptidos disefiados fueron capaces de estimular la produccion de anticuerpos,
pero solo dos péptidos pudieron neutralizar la entrada del parasito a células de

cultivo in vitro (Avendafo et al., 2018).
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Seroprevalencia

De los cinco péptidos disefiados en este estudio los péptidos A133 y A32
fueron reconocido mayormente por el grupo de casos (Tabla V), con una
seroprevalencia del 80.4% y 70.7% respectivamente; es decir que 33y 29 de los
41 casos incluidos en este estudio, tuvieron densidades 6pticas mayor a la linea
de corte establecida para cada péptido, respectivamente. Por el contrario, los
péptidos A109 y R61 fueron los que menos reconocimiento mostraron en el grupo
de casos (Tabla V). Las tasas de seroprevalencia de C. parvum varian segun las
condiciones socioecondémicas, la ubicacién geogréfica y otros factores (Chappell
etal., 1999). Leachy cols en el 2000, reportaron la seroprevalencia de C. parvum
en personas de varios paises, considerando en algunos casos nifios y en otros
adultos. En el caso de los nifios sanos se reportd una seroprevalencia de 10.3%
(Australia/0-16 afios) y del 89.5% (Tailandia/1 mes a 61 meses). En los casos en
los cuales se consider6 a los adultos sanos, se reportd una seroprevalencia que
va de 7.6% (Australia) a 69.9% (Peru) (Leach, Koo, Kuhls, Hilsenbeck, & Jenson,
2000).

Dentro del grupo control, conformado por 90 sujetos, se visualizaron dos
grupos de edad: aquellos menores de 15 afios y los mayores de 19 afos de edad
(Tabla V); no encontramos diferencias estadisticamente significativas
(p=0.862/A133, p=0.082/A32) en el reconocimiento de los péptido A133 y A32
por grupo de edad. Para profundizar méas en el andlisis de los controles, estos los
agrupamos con base a la presencia de sintomas, aquellos con trastornos
gastrointestinales (TGI), sintomas diferentes al TGI (otros) y aquellos sin
diagnéstico (Sin DX) (Figura 11), con el fin de identificar si alguno de estos grupos
pudiera tener diferencias estadisticamente significativas, encontramos que por la
variable sintomatologia no se encontraron diferencias significativas (p=0.06 y
p=0.19) en el reconocimiento de los péptido A133 y A32; siendo el grupo sin

diagnéstico, los que presentaron un menor reconocimiento a éste péptido (Tabla
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V). Al comparar a los casos con los grupos de sintomatologia de los controles
con el péptido Al133, determinamos que el grupo TGI (con trastorno
gastrointestinal) es el que no presenta diferencia estadisticamente significativa
(p=0.255) con respecto a los casos, es decir, este péptido no nos permite
diferenciar entre personas con trastornos gastrointestinal ocasionada por
Cryptosporidium y ocasionada por otras patologias; sin embargo, con el péptido
A32 identificamos que existen diferencias estadisticamente significativas entre
casos y los tres grupos de los casos TGl (p=0.007), sin DX (0.014) y otros
(p=0.043), lo cual significa que el péptido A32 tiene la capacidad de discriminar
entre pacientes con criptosporidiosis y aquellos sin criptosporidiosis pero con
manifestaciones clinicas asociadas a gastroenteritis, dejando en evidencia que

este péptido puede ser utilizado para futuras investigaciones.
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% Prevalencia (no. positivos/no. probados).

Tabla V. Seroprevalencia de casos con criptosporidiosis en casos y controles.

Poblacion

A109/CpCh
%

Prevalencia

A133/Cp
%

Prevalencia

V30/Cp
%

Prevalencia

A32/CpCh
%

Prevalencia

R61/CpCh
%

Prevalencia

Controles (n=90)

48.9 (44/90)

50.0 (45/90)

62.2 (56/90)

52.2 (47/90)

41.1 (37/90)

1mes — 15 afios (n=43)

18.9 (17/90)

22.2 (20/90)

31.1 (28/90)

28.9 (26/90)

21.1 (19/90)

19 afios-65 afios (n=35)

27.8 (25/90)

24.4 (22/90)

22.2 (20/90)

20.0 (18/90)

17.8 (16/90)

TGI (n=30) 27.8 (25/90) | 18.9 (17/90) | 27.8(25/90) | 15.5 (14/90) | 17.8 (16/90)
Otras (n=52) 27.8 (25/90) | 20.0 (18/90) | 40.0 (36/90) | 33.3 (30/90) | 24.4 (22/90)
Sin DX (n=8) 3.3 (3/90) 3.3 (3/90) 5.5 (5/90) 4.4 (4/90) 3.3 (3/90)

Casos (n=41)

63.4 (26/41)

80.4 (33/41)

65.9 (27/41)

70.7 (29/41)

58.5 (24/41)

C. parvum (n=21)

29.3 (12/41)

39.0 (16/41)

36.6 (15/41)

39.0 (16/41)

34.1 (14/41)

(n=1)

C. hominis (n=13) 24.4 (10/41) | 29.2 (12/41) 19.5 (8/41) 17.0 (7/41) 14.6 (6/41)
C. canis (n=1) 0.0 (0/41) 2.4 (1/41) 0.0 (0/41) 0.0 (0/41) 2.4 (1/41)
C. parvum/C. hominis
(n=3) 2.4 (1/41) 2.4 (1/41) 2.4 (1/41) 7.3 (3/41) 2.4 (1/41)
n=
C. canis/C. hominis
2.4 (1/41) 2.4 (1/41) 2.4 (1/41) 2.4 (1/41) 2.4 (1/41)
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CONCLUSIONES

Se caracterizé molecularmente los genotipos y subtipos de Cryptosporidium

identificados en 41 pacientes.

Se diseflaron dos péptidos sintéticos que nos permitieron diferenciar
estadisticamente significativa el reconocimiento sérico (IgG) entre casos y

controles.
Con base a las manifestaciones clinicas, que repercute en el desarrollo de los
infantes como lo es la malnutricién y deshidratacion identificamos mayormente a

C. hominis como la especie/genotipo infectante.

Independientemente de la especie infectante se debe tratar y dar seguimiento a

los pacientes hasta eliminar definitivamente la infeccion.
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ANEXOS

Anexo 1. Alineacién de los iniciadores en una secuencia del gen de la
glicoproteina de 60 kDa (GP60) de Cryptosporidium parvum (AF203016).

Iniciadores PCR primario: 915pb
Iniciador F1: ATAGTCTCCGCTGTATTC

Iniciador R1: TCCGCTGTATTCTCAGCC

Iniciadores PCR secundario: 881pb
Iniciador F2 GGAAGGAACGATGTATCT (INVERSA:

Iniciador R2 GCAGAGGAACCAGCATC (INVERSA: GATGCTGGTTCCTCTGC)

TCTAGAGTAATAGTTAGAGTAGATATTATTCAGAACAACGTCTAAAGTAAAAATGCATACGTA
ATCAGTTACCCAAAATATTAAAAAAAACGAAAAGTCGCAATTTAGTGCTTAGGAGCTTAGAC
CTTTTTTTTCCCATTCAGAACAAATCCACTGCACTCAGAAATTAAAATTCAAATCAAAAAAAC
CTTGTATTAGAGGGATAGTAATAAATGCATTCGCCTCGTCAAAATGCTGGCACGAATTACTC
GGTATTCGGAAAAAAAAAAATCACCTTTAGTGCTATTGGAATAGAAAATCTAATTAACCACAT
TTCAAAAAAAAATAAGAACGATGATAACTTTGGAGTTAATATCTCATTTTCGTAGGCTTGAGT
GCTCAACAACAATTATACATTAGAATAAAAATAAAAGAACATGTAAAAGAACCAATATTTGTG
CATTATACGATTGAGATATAATTTTATGTCTTAAATAAATTAAACTTTCGCGCAAAAAAATTGA
AAAAAAAATTTTGTATTACGTTCTATAAAATAAAAAAGTGGTTTTTCGAATTCAATACAAAGAA
TAGGACTCAATATAAAGTCAACCTTGAAATTAAATTAATATAAATTTTTAAGAGTAGACTCGT
ACGTATGAAATGCTTATCGTCTTCACATGCATGCAAAAATACGTGGACTGGGTGTATCCACA
TAAAAAAGCAATTAACCACATTTTACCCACACATCTGTAGCGTCGTCAAGTAAAAATTGATAA
CAAATTTTTATACATTCGGCTCGACCCTTCTATAGGTGATAATTAGTCAGTCTTTAATAAGTA
GGCAACTAAGGACAAAGGAAGATGAGATTGTCGCTCATTATCGTATTACTCTCCGTTATAGT
CICCGCTGTATTCTCAGCCCCAGCCGTTCCACTCAGAGGAACTTTAAAGGATGTTCCTGTT
GAGGGCTCATCATCGTCATCGTCATCGTCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATC
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ATCATCAACATCAACCGTCGCACCAGCAAATAAGGCAAGAACTGGAGAAGACGCAGAAGG
CAGTCAAGATTCTAGTGGTACTGAAGCTTCTGGTAGCCAGGGTTCTGAAGAGGAAGGTAGT
GAAGACGATGGCCAAACTAGTGCTGCTTCCCAACCCACTACTCCAGCTCAAAGTGAAGGCG
CAACTACCGAAACCATAGAAGCTACTCCAAAAGAAGAATGCGGCACTTCATTTGTAATGTGG
TTCGGAGAAGGTACCCCAGCTGCGACATTGAAGTGTGGTGCCTACACTATCGTCTATGCAC
CTATAAAAGACCAAACAGATCCCGCACCAAGATATATCTCTGGTGAAGTTACATCTGTAACC
TTTGAAAAGAGTGATAATACAGTTAAAATCAAGGTTAACGGTCAGGATTTCAGCACTCTCTC
TGCTAATTCAAGTAGTCCAACTGAAAATGGCGGATCTGCGGGTCAGGCTTCATCAAGATCA
AGAAGATCACTCTCAGAGGAAACCAGTGAAGCTGCTGCAACCGTCGATTTGTTTGCCTTTA
CCCTTGATGGTGGTAAAAGAATTGAAGTGGCTGTACCAAACGTCGAAGATGCATCTAAAAG
AGACAAGTACAGTTTGGTTGCAGACGATAAACCTTTCTATACCGGCGCAAACAGCGGCACT
ACCAATGGTGTCTACAGGTTGAATGAGAACGGAGACTTGGTTGATAAGGACAACACAGTTC
TTTTGAAGGATGCTGGTTCCTCTGCTTTTGGACTCHENIAONICEEENIEEG TTTTTGCA
ATCTTTGCAGCCTTATTCGTGTTGTAAATTTTTTTCAATTAAATTTTAAAAGTTTAAGAGTTTT
AAGAGTAATTGCAATGGAAATCTTTCGTGCGAATTCGCATTAAGGGTTTTGTTTATTACATTG
AATCAGGACGCCAGTTTTTACAATGCTGAAGAATAATTAATTTTTAATTTCCAGAATTTTCCC
ACGGGTTCCGCAGGTTTTTTTCGTATGAATGAGTTGATTATCGTAAACTTATAAGCAAAATA
GAGTAAGCAATTTGGCGAGACAATTCGAAGGATTACTTAGAAGATTATTTGGCTACTTAGTT
TGCCTTGCGTGATGAAGATTTTAATGTTTGAGCTAGATCGAGTGAGGATTAATAACAGAAAA
GACTAATTTTTTATTTAAGCGAGCTTGAAATTTTTTCTAAGTTTCATTTTTTTGTCGGGTTGTG
AATTTTTCTCATGTACCAATGGCGTACAATGGAAAGGCGTGAGGTGGTGTGTCCGAAAAGA
AGTCTCCGCGGTTGACAGGAATGAGTCCCATAGTGCCCAGCTTGAAGAGGATGAAGGCGA
TTCCAAGGAGTGAGTATAGGCAATATACCACTTTTTGGATGTTGAACGGCTTTCTTGCTGCG
CGCTCGATTTCAAGAAAGTTCTTGTTTGCTTGGATTAATATCTTTACTGCATTAACGAGAGCA
TAGCTAACGACAAGTATGCTGAAAATTCCGGCGTTATTACCGCTCATATATAGCATGAAAAA
CGTCATACCCATGGTTTTAAGTGGCAGATGAGCAATGCTCCATGCCTTCTTATCAAAATTGC
AAGCTTCGGAGGCATTTTGGTTTGTTTGTATTTCTGCGTTTTCAATCGCACATACTGTTGGG
CCTTGGTGTTTTATTCTGGGGTTTAGCGTCGAGTTACTTGCGCAGTGACTGTTAGTATTGCT
ACTACTTGAGTTGCGGTCTTGCTTTGTACGATCGCAAGGACTTGATCCTATAAGTACTCGTT
TATCAGGACTTTTATTAATTTTTTTTTCGATAGTTTTTGGATTTATTACCCATGCGTCGTACCT
GCTCCCAAGATTCGATCTTGTGTCGCTTTCGAGTGTCTCTTCTTGCTCATTTTTCCTCATTCT
TTGGTTTGCAGTCATTTTTGAGACTTGGGAATGCTTCTTCTTGTCGGGTTAAATTATTTTGAG
CGGGAATCTTGGGGGGTGAGTGGTTACATTAATCTGTCGCAAATAGTTTTCTAAATGATATA
ATTTGTATAAGTTTTGACTCAAAATTACCAATTAGAATATTCAAGATCATTAAAAAATAATTGA
GTCTCTATATGCAT
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Anexo 2. Secuencias de los subtipos de C. hominis y C. parvum encontrados.

C. hominis

> Cryptosporidium hominis IbA12G3R2
TTCTCAGCCCCAGCCGTTCCACTCAGAGGCACCTTGaAAGATGTTTCTGTTGAGAGCTCATCATCATCA
TCATCATCGTCATCATCATCGTCATCATCGTCAACAACAACCCCCGCACCAGCTCCAAAGAAGGCAAG
AGAAGCAGATGGCGGAGAAGAAAAGAACAATGAAGAAAGCCAAACTCCCGCTAGTCCTGGAAGTGGT
GGGGTGAGTGAAGGACAAGATACTCAAGGTGGCTCCAAAGGAGACGCTGAGGAAGGCACTGAAGAC
AATGAACAAGCCGATGAGAGTGCTACCCAACCTTCTACCCCAGGTCAAGGCTCCGTTAAAACCGAATC
CACAGAAACTACTCCAAAGGAGAAGTGCGGTACTTCATTTGTTATGTGGTTCGGACAGGGTGTTCCAG
TCGCAACTTTGAAGTGCGGTGACTATACTATGGTCTATGCACCAGAAAAGGACAAAACAGATCCCGCA
CCAAGATATATCTCTGGTGAAGTTACAACCGTAACCTTTGATAAACAAGAGAGTACAGTTACAATCAAG
GTTAATAATGTAGAGTTCGGCACTCTCTCTACTAGCTCAAGTAAACCAACTGAAAATAAAGGTGAGTCT
AGCGATCAGGTTGGGTCAAGATCAAGAAGATCACTCACAGAGGAAACTAGTGAAACTGCAACCGTCGA
TTTGTTTGCCTTTACCCTTGATGGTGGTAAAAGAATTGAAGTGGCTGTACCAAGTGACGAAGATGTATC
CAAGAGAAACAAGTACAGTTTGGTTGCAAACGATAAGACTTTCTATACCGGCGCAAATAGCGGTAATA
CCGACGGTATCTACAGGTTGAATGATAATGGAGACITGGTgGaCaAGaACAACAACGTTCTTTTGAAGGA
TGCTGGTTCCTCTGC

> Cryptosporidium hominis laA15G1R1
TCAGCCCCGGCCGTTCCACTCAGAGGCACCTTGaAGGATGTTTCTGTTGAGGGATCATCATCATCATC
ATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCAACATCGACCGTCGCACCAGCTCCAAAGAAAGAAAGAAC
TGTAGAGGGCGGCACGGAAGGAAAGAACGAAGAAAGCAGTCCAGGTTCTGAAGAACAAGACGGTGG
TAAGGAAGACGGTGGTAAGGAAAACGGTGAAGGAGACACAGTAGACGGGGAACAAACCGGGAGTGG
TTCTCAAGTTACTCCATCTGGAAGTGCCGGCACAGCTACCGAGTCCACAGCAACTACTACTCCAAAGG
AAGAATGTGGTACTTCATTTGTCATGTGGTTCGAGAAAGGCACCCCGGTTGCGACCTTGAAGTGTGGT
GATTACACTATCGTCTATGCACCTATAAAAGATCAAACAGATCCCGCACCAAGATATATCTCTGGTGAA
GTTACATCTGTATCCTTTGAAAAGAGTGAAAGTACAGTTACAATCAAGGTTAATGGTAAAGAGTTCAGC
ACTCTCTCTGCTAACTCAAGTAGTCCAACTAAAGATAACGGTGAATCTAGTGACAGTCAGGTTCAATCA
AGATCAAGAAGATCACTCGCAGAGGAGAATGGTGAAACAGTTGCAACAGTTGATTTGTTTGCCTTTACT
CTTGATGGTGGTAGAAGAATTGAAGTGGCTGTGCCAAAGGACGAAAATGCAGACAAAAGAAGCGAGT
ACAGTTTGGTTGCAGACGATAAGCCTTTCTATACCGGCGCAAACAGTGGCATCACCAATGGTGTCTAC
AAATTGGATGAGAATYGAAACTTGGTtGaCaAGGaCAACaAAGTTCTCTTGAAAGATGCTGGTTCCTC

> Cryptosporidium hominis 1eA11G3T3
TCAGCCCCAGCCGTCCCACTCAGAGGCACCTTGAAGGATGTTTCTGTTGAGGGCTCATCATCATCTTC
ATCATCGTCTTCATCTTCATCATCATCATCGTCGTCAACAACCCCAGCACCAGCTTCAAAGAAGGTAAG
AGAAGCAGAAGGCAGTGAAGAAAAGGACAGCGAAGAAAAGGACAGTGAAGAAAAGGGCAGTGAAGAA
GGTAGCCAAACTCCCGCTAGTCCTGGAGGTGGAGGGGTGAGTGAAGGAGATACTCAAGGTGACTCTA
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AAGGAGACGGAGTTAGTTCAGATGAGAACCAAAGTCAAGGTGGGGACGCTACTCCCGGATCTAGCAC
CCAAACTCAAGCTACTGAAAAAGAACCCGGATCTTCAGAAGCTACTCCAAAGGAAGAGTGCGGTACTT
CATTTGTAATGTGGTTCGGACAGGGTGTTCCAGTTGTAACTTTGAAGTGTGGTGGTTATACTATGGTCT
ATGCACCAGAAAATGGCAAAACAGATCCCGCACCAAGATATATCTCTGGTAAAGTTTCAACCGTAGACT
TTGAAAAACAAGATAGTACAGTTAAAATCAAGGTTAATGGTGTGGAGTTCAGCACTCTCTCTACTAGCT
CAAGTAATCCAACTGAAAATAGCGGATCTGAGAGCCAGGCTCAATCAAGATCAAGAAGATCACTCGCA
GAGGATGGTACTGAGACTGCTGCAACCGTCGATTTGATTGCCTTCACCCTTCAAGGTGGTAAAAGAAT
CGAAGTCGCTGTGCCAAGTGACGAAGATGTATCCAAGAGAAACAAGTACAGTTTGGTTGCAGGCGATA
AGACTTTCTATACCGGCGCAAATAGCGGTAATACCGACGGTATCTACAGGTTGAATGATGATGGAGACt
TGgTGgACAAGAACAACaACGTTCTTTTGAAGGATGCTGYGTTCCTCTGC

C. parvum

> Cryptosporidium parvum llaA15G2R1
TGTtGaGGGCcTcaTCATCGTCATCGTCaTCATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCAACATCAACCGTC
GCaCCagCaAATAAGGCAaGAaCTgGAGAAGACGCAGAAGGCAGTCAAGATTCTAGTGGTACTGAAGCT
TCTGGTAGCCAGGGTTCTGAAGAGGAAGGTAGTGAAGACGATGGCCAAACTAGTGCTGCTTCCCAACC
CACTACTCCaGCTCAAAGTGAAGGCGCAACTaCcGAAACCATAGAAGCTACTCCAAAAGAAGAATGCG
GCACITCATTTGTAATGTGGTTCGGAGAAGGTACCCCAGCTGCGACATTGAAGTGTGGTGCCTACACT
ATCGTCTATGCACCTATAAAAGACCAAACAGATCCCGCACCAAGATATATCTCTGGTGAAGTTACATCT
GTAACCTTTgAAAAGAGTGATAATACAGTTAAAATCAAGGTTAACGGTCAGGATTTCAGCACTCTCTCT
GCTAATTCAAGTAGTCCAACTGAAAATGGCGGATCTGCGGGTCAGGCTTCATCAAGATCAAGAAGATCA
CTCTCAGAGGAAACCAGTGAAGCTGCTGCAACCGTCGATTTGTTTGCCTTTACCCTTGATGGTGGTAA
AAGAAITGAAGTGGCTGTACCAaACGTCGAAGATGCATCTAAAAGAGACAAGTACAGTTTGGTTGCaGA
CGATAAACCTTTCTATACCGGCGCAAACAGCGGCACTACCAATGGTGTCTACAGGTIGAATGAGAACGY
AGACtTGgtTgATaAgGaCAACaCAgTTCTTTTGAAGGATGCTGGTTC

> Cryptosporidium parvum IIcA5G3
TTTCCGCTGTATTCTCAGCCCCAGCCGTTCCACTCAGAGGCACTTTAAAGGATGTTTCTGTTGAGAGCT
CATCGTCATCATCGTCATCGTCAACAACAACCCCCGCACCAGCTCCAAAGAAGGTAAGAGAAAGCGAA
GAAGGGAAGAACAGTGAAGATAGTCAAACTCCCGCTAGTCCTGGAAGTGATTCTCAGGATAGCTCTAA
AGGAGACGAAGCTGTAGATGGAGCCGCTTCCGGATCTAGTACCCCAACTCAAGCTGCTGAAAAGGAG
CCCGAAACTCCAGAATCTACTCCAAAGGAAGAATGTGGTACTTCATTTATAATGTGGTTCGGAGAAGGT
ACTCCAGCCACAACTTTGAAGTGCGGTGGCTACACTATCGTCTATGCACCAGAAAAGGATAATAAAGA
ACCCGCACCAAGATACATCTCTGGTGATGTTAAGGCTGTAACCTTTGAAAAGGGAGAAGATAATACAG
TTAAAATCAAGGTTGATGGTAAGGAGTTCAGTACTCTCTCTTCTAGCTCAAGCAGTCCAACTGAAAATA
ACGGATCTACGGGCCAGGTTGCATCAAGATCAAGAAGATCGCTCTCAGAGGAAAATAGTGAAACTGCT
GCAACCGTCGATTTGTTTGCCTTCACCCTTGATGGTGGCCGAAGAATTGAAGTTGCTGTACCCAGCGT
CGAAGATGCAACCAAAAGAGACAAGTACAGTTTGGTTGCaaaCGGtaAGCCtttCtatACCGGcGCaAaCAG
cGGCACTacCAAtGgTGTCTACAGGTTGAATGAGAACGGAGAC
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Anexo 3. Mezcla de reaccion para la amplificacion primaria y anidada del gen

GP60 de Cryptosporidium.

Amplificacion | Amplificacion

primaria anidada
Agua 28.1 uL 26.5 uL
Amortiguador 10X 5.0 uL 5.0 uL
MgClz (25 mM) 3.0 uL 3.0 uL
Nucleétidos (2.5 mM) 8.0 uL 8.0 uL
Taq Polimerasa (2.5 U/ulL) 0.3 uL 0.3 uL
Iniciadores PCR:
5" GP60FWP (10 uM) 1.3 uL
3" GP60FWS (10 uM) 1.3 uL
5 GP60RVP (10 pM) 2.6 pL
3" GP60RVS (10 uM) 2.6 pL
Albumina de suero bovino (10
mg/mL) 2.0 pL )
Total 49 uL 48 uL
DNA 1.0 uL 2.0 uL
Volumen Final 50.0 pL 50.0 pL

Inicial 94 °C - 3 min Inicial 94 °C - 3 min
94 °C - 45 s (Desnaturalizacion) 94 °C - 45 s (Desnaturalizacion)
35 ciclos| 50 °C - 45 s (Alineacion) 35 ciclos < 55 °C - 45 s (Alineacion)
72 °C - 60 s (Extension) 72 °C - 60 s (Extension)
Final 72 °C - 10 min Final 72 °C - 10 min

o0 4°C oo 4°C
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