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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar molecularmente el genotipo infectante de Cryptosporidium en pacientes
sintomaticos y asintomaticos, asi como analizar su respuesta humoral a proteinas

recombinantes gp40 y gp15.

Objetivos Particulares

e Determinar el genotipo de Cryptosporidium spp. infectante en pacientes sintoméaticos
y asintomaticos.

e Obtener cuatro proteinas recombinantes (rCpgpl5, rChgpl5, rCpgp40, rChgp40) a
partir de la secuencia prototipo del gen GP60 de C. parvum (Cp) y C. hominis (Ch).

e Analizar la respuesta humoral (IgG) a las proteinas recombinantes de los pacientes

incluidos en el estudio.
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RESUMEN

Cryptosporidium es un parasito protozoario cosmopolita que afecta a humanos y animales;
es considerado un patégeno emergente que produce diarrea de moderada a grave en los
nifios y en personas con inmunodeficiencia, en individuos inmunocompetentes, ademas,
causa nauseas, vomitos, pérdida de apetito, pérdida de peso y fiebre. Las glicoproteinas
gpl5 y gp40 se localizan en la superficie de los estadios invasivos del parésito,
ocasionando que estas glicoproteinas se adhieran e invadan las células diana del
hospedero; ambas glicoproteinas son productos de escision proteolitica de una proteina
precursora de 60 kDa que se expresa en estadios intracelulares del parasito. El objetivo de
este estudio fue caracterizar molecularmente el genotipo infectante de Cryptosporidium
en pacientes sintomaticos y asintomaticos, asi como analizar su respuesta humoral a
proteinas recombinantes (PRs) gp40 y gpl5. Para ello, se realiz6 un estudio de casos y
controles. Se determind el genotipo infectante para 39 casos de criptosporidiosis, siendo
C. parvum el que se identificé en mayor frecuencia, sequido de C. hominis y C. canis. A
partir de las heces de dos casos se amplificaron los genes GP15 y GP40 de C. parvum y
C. hominis, dichos genes codifican para las glicoproteinas gp15 y gp40 respectivamente.
Después se realizd la clonacion de cada gen amplificado (Cpgpl5, Cpgp40 y Chgp40)
utilizando el vector TOPO pET100. La sobreexpresion de las PRs se llevo a cabo en la
cepa de E. coli Rosetta (DE3) pLysS. El analisis SDS-PAGE y Western blot mostraron
que las PRs generaron polipéptidos con pesos moleculares de aproximadamente 18 kDa
(Cpgpl5) y 37 kDa (Cpgp40 y Chgp40). La cuantificacion de niveles séricos de 1gG anti-
Cryptosporidium mostré un mayor reconocimiento entre la PR rChgp40 y el grupo control
(p=0.029).

XVi



INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias, representan un grave problema a nivel mundial (Smith y
col., 2007). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define a las “Enfermedades
Tropicales Desatendidas” (NTD: Neglected Tropical Diseases) como aquellas que han
sufrido una falta de atencion por parte de los organismos y autoridades de Salud Publica;
a tal punto, que mas de mil millones de personas (una sexta parte de la poblacién mundial),
se ve afectada por una o mas de ellas, y mas de 500 000 personas mueren cada afio en todo
el mundo por estas causas (Gray y col., 2009; Molyneux y col., 2009). Estas NTD
involucran un amplio grupo de patologias entre las que se encuentras las llamadas

enfermedades transmitidas por agua y alimentos, entre las cuales esta la criptosporidiosis.

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitaria ocasionada por especies del
género Cryptosporidium, ha sido reportada en méas de 40 paises en seis continentes, tanto
en pacientes inmunocompetentes como inmunocomprometidos (Dillingham y col., 2002);
constituye uno de los mayores problemas de Salud Publica en el mundo (Fayer y col.,
2000; Morgan, U. M. y col., 2000; Caccio y col., 2005); generalmente se diagnostica
mediante técnicas de tincion en frotis fecales, dirigidas a detectar ooquistes. Ademas de
ser laboriosas y lentas, estas técnicas requieren altos niveles de experiencia para
interpretar los resultados y tienen poca sensibilidad. También se utilizan ensayos
inmunolégicos comerciales (ensayo de anticuerpos fluorescentes directos e
inmunoensayos ligados a enzimas de captura de antigeno) y métodos moleculares, y en
general muestran mayor sensibilidad y especificidad que las técnicas de tincién (Jex e
Gasser, 2009).

Aunque se utilizan varios marcadores genéticos para la identificacidn especifica
de Cryptosporidium, el locus mas utilizado para el subtipo en los estudios de
epidemiologia molecular es el gen GP60, que codifica la glicoproteina gp60. Este gen es
de gran importancia en epidemiologia molecular debido a sus diversas regiones de altas
tasas polimorficas (Strong y col., 2000). C. hominis tiene seis subtipos del gen GP60, y el
subtipo Ib es la forma dominante y mas ampliamente distribuida (Jex e Gasser, 2010;



Fournet y col., 2013). Ademas de ser un marcador molecular prominente, el gen GP60
tiene un significado funcional porque la glicoproteina gp60 esta asociada con la adhesion
del parasito a la célula hospedadora (Cevallos y col., 2000; O'connor y col., 2007). Por
esta razon, la infeccién con Cryptosporidium se asocia con el desarrollo de una respuesta
de anticuerpos IgG en suero dominada por los antigenos de superficie de 27 kDay 17 kDa
del parésito (Priest y col., 1999). Los anticuerpos contra los antigenos de 27 kDay 17 kDa
pueden servir como marcadores Utiles para infecciones pasadas en estudios poblacionales
de los factores de riesgo asociados con la infeccion por Cryptosporidium. Una forma
recombinante de los antigenos de 15 kDa y 40 kDa seria atil tanto en estudios

epidemiolégicos como en estudios de la respuesta humoral en la inmunidad.

El Parésito: Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium es un patégeno importante tanto en animales como en humanos, siendo
reconocido como un problema de zoonosis (Burnet y col., 2014; Squire e Ryan, 2017); es
considerado por el Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC,
Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos) como un patdégeno
infeccioso emergente (Guerrant, 1997). Este parasito puede transmitirse por contacto
directo entre seres humanos y animales, o por contaminacién de los alimentos, aunque la
mayoria de los brotes de criptosporidiosis en humanos estan asociados con agua potable
0 de recreo como piscinas o0 parques acuaticos (Ali y col., 2005; Abd EI-Salam, 2012).
Actualmente, se han reconocido méas de 30 especies de Cryptosporidium con base en sus
caracteristicas morfolégicas, biolégicas y moleculares (Ryan y col., 2014), los seres
humanos son susceptibles a una amplia gama de especies y genotipos de Cryptosporidium
spp (Tabla 1), siendo C. hominis y C. parvum los responsables de la mayoria de las
infecciones. (Insulander y col., 2013; Rossle y col., 2013; Ryan y col., 2014). Entre todas
las especies identificadas, C. hominis infecta exclusivamente humanos (Xiao, Fayer, y
col., 2004); mientras que C. parvum puede infectar a los seres humanos y animales, por

lo que ha sido considerado como una especie de zoonosis (Xiao, Alderisio, y col., 2000).



Tabla I. Especies y genotipos de Cryptosporidium reportados en humanos.

Especie Hospedero Referencia
C. hominis Humano (Morgan-Ryan y col., 2002)
C. parvum Bovino, humano (Gomez-lgggg)sta y col.,
C. andersoni Bovino (Lindsay y col., 2000)
C. muris Roedor (Pavlasek e Ryan, 2007)
C. suis Cerdo (Ryany col., 2004)
C. felis Gato (Morgan, U. y col., 2000)
C. canis Perro (Fayer y col., 2001)

C. meleagridis
C. bovis
C. xiaoi
C. fayeri
C. ubiquitum
C. cuniculus
C. tyzzeri
C. viatorum
C. scrofarum

C. erinacei

Genotipo chipmunk |

Genotipo skunk

Genotipo de vison

Genotipo del caballo

Pavo, humano, aves
Bovino, oveja
Oveja, cabra

Canguro
Bovino
Conejo

Ratdn
Humano
Cerdo
Erizo y caballo
Ardilla
Roedor
Vison americano

Caballo salvaje

(Xiao y col., 2001)
(Fayer y col., 2005)
(Fayer e Santin, 2009)
(Ryany col., 2008)
(Fayer y col., 2010)
(Robinson e Chalmers, 2010)
(Reny col., 2012)
(Elwin y col., 2012)
(Kvacy col., 2013)
(Kvacy col., 2014)
(Jiang y col., 2005)
(Xiao y col., 2002)
(Wang y col., 2008)

(Ryany col., 2003)

Fuente: (Ryany col., 2018)



C. canis, C. meleagridis, C. felis, C. andersoni, C. muris y C. suis también han sido
aislados de los seres humanos (Xiao y col., 2001; Xiao, Ryan, y col., 2004; Fayer y col.,
2010; Gonzélez-Diaz y col., 2016).

Taxonomia

Cryptosporidium pertenece al phylum Apicomplexa, clase Coccidia, orden
Eucoccidiorida, familia Cryptosporidiidae. El phylum Apicomplexa estad conformado por
nUMerosos géneros de parasitos eucariotas patdgenos de los seres humanos (Plasmodium,
Toxoplasma, Cryptosporidium, Cyclospora, e Isospora) (Rossle y col., 2013). Una
caracteristica del phylum Apicomplexa es la presencia de un conjunto de organelos en la
zona apical como roptrias, micronemas, granulos densos, microtibulos y mitocondrias,
solo visibles por microscopia electronica; estos organelos le confieren al parésito la
capacidad de invadir las células y multiplicarse como parasitos intracelulares. Las roptrias,
micronemas y granulos densos contienen una mezcla compleja de proteinas que son
secretadas, ya sea en el extremo apical del zoito o dentro de la célula. Esas proteinas
cumplen funciones de adhesién, union especifica a la célula hospedera, locomocion y
formacion de la vacuola parasitéfora (Smith, 2007). A pesar de las similitudes en sus
ciclos de vida, varias caracteristicas distinguen al género Cryptosporidium del resto de los
coccidios: relativa especificidad de hospedador, capacidad de autoinfeccion endogena,
localizacion intracelular y extracitoplasmatica en la célula hospedadora, y resistencia a la

terapéutica antiparasitaria (Smith y col., 2007).

Ciclo de Vida

Cryptosporidium tiene un ciclo de vida complejo, que tiene lugar dentro de la célula
epitelial intestinal y se completa en un solo hospedero (O'hara e Chen, 2011; Bouzid y
col., 2013). El ciclo evolutivo es monoxeno y similar al de otros coccidios entéricos, con
las fases de merogonia, gametogonia y esporogonia. El sitio primario de infeccién de C.

parvum y C. hominis es el intestino delgado. En animales y humanos con



inmunodeficiencias graves, este parasito también ha sido encontrado en sitios
extraintestinales como vias biliares, higado, vesicula biliar, pAncreas y pulmones (Chen e
Larusso, 2002). Otras especies como C. muris, C. andersoni y C. serpentis se alojan en la
mucosa gastrica, mientras que C. baileyi afecta al aparato respiratorio (Tyzzer, 1910;

Dillingham y col., 2002; Sponseller y col., 2014; Kvac¢ y col., 2016; Bercier y col., 2017).

La unica forma infectiva y de diagndstico es el ooquiste, siendo estos cuerpos
esféricos de 4 a 6 um de diametro. Una vez ingeridos los ooquistes por el hospedador
susceptible se produce el desenquistamiento, es decir, la apertura de la pared del ooquiste
a lo largo de una linea de sutura; esto permite que los cuatro esporozoitos sean liberados
para producir la invasion (Figura 1) (Fayer, 2004). Los esporozoitos liberados son moviles
e invaden activamente la célula hospedadora. El extremo anterior de cada esporozoito se
adhiere a través del ligando tipo circunsporozoito (CSL) a un receptor presente en las
microvellosidades intestinales (O'hara e Chen, 2011). Del extremo anterior del paréasito
surge una vacuola que se fusiona con la membrana de la célula para formar una interfase

hospedador-parasito.

El parasito queda contenido en una vacuola denominada parasitofora, de ubicacién
intracelular, pero extracitoplasmatica; alli el parasito crece y sufre una reproduccion
asexual o fision maltiple (merogonia) y origina el meronte I, con 8 merozoitos en su
interior; luego de la ruptura del meronte I, los merozoitos liberados ingresan en una nueva
célula epitelial y desarrollan en su interior un meronte I (con 8 merozoitos) o Il (con 4
merozoitos). Esto se debe a que algunos merozoitos | son capaces de reciclarse indefinida
mente con la produccion continua de merontes I. Los merozoitos liberados por el meronte
I1, parasitan nuevas células y se diferencian en macrogameto (femenino) y microgameto
(masculino). EI macrogameto evoluciona a macrogameto inmdvil femenina uninucleada

y permanece en el interior del enterocito (Leitch e He, 2012; Bouzid y col., 2013).



Figura 1. Fotomicrografia electronica de barrido del epitelio de colon infectado con
ooquistes de Cryptosporidium spp. Ratdn de laboratorio (Rattus norvegicus) infectado con
5000 ooquistes de Cryptosporidium spp., sacrificado 15 dias después de la infeccion. (A)
Epitelio de colon cubierto por estadios de Cryptosporidium spp. (punta de flecha). (B)
Sacos parasitoforicos rotos que liberan merozoitos tipo I (m). (C) Sitio de la interaccion
del saco parasitoforo con la célula hospedero (flecha). Escala incluida en cada figura.

Fuente: (Kva¢ y col., 2018)



El microgameto se multiplica por fision multiple y origina 16 microgametos
moviles que abandonan la célula parasitada en busca del macrogameto. Luego de la
fecundacidon del macrogameto se origina el huevo o cigoto, unico estado diploide del ciclo,
que resultara en el ooquiste al adquirir la pared quistica. Se produce la esporogonia, en la
cual el ndcleo diploide sufre una meiosis y se forman cuatro celulas haploides, los
esporozoitos, que quedan contenidos dentro del ooquiste. Este se libera finalmente del
enterocito y es eliminado al medio ambiente, siendo infectivo inmediatamente después de
su excrecién en las heces (Figura 2) (Del Coco y col., 2009). EI 20% de los ooquistes
producidos sufren una falla en la formacion de la pared y se denominan ooquistes de pared
fina. Estos liberan los esporozoitos en la luz intestinal y pueden ingresarse en nuevos
enterocitos. Asi, C. parvum y C. hominis tienen 2 ciclos autoinfectivos: el reciclado
continuo de los merontes tipo I, por un lado, y los esporozoitos derivados de los ooquistes

de pared fina, por el otro (Del Coco y col., 2009; Bouzid y col., 2013).

Transmision, Manifestaciones Clinicas y Tratamiento

La transmision del paréasito ocurre via fecal-oral, lo cual se facilita por la ingesta de agua
0 comida contaminada, via persona-persona (transmisién antroponética) o transmision
animal a humano (transmision zoonética) (Putignani e Menichella, 2010; Bouzid y col.,
2013).

El cuadro clinico dependera de caracteristicas propias del hospedador, como edad y
estado inmunoldgico, asi como también de la especie parasitaria involucrada y la dosis
infectiva (Carey y col., 2004). El signo clinico mas comdn de la criptosporidiosis es la
diarrea, presente en el 92% de los casos (Caccio e Pozio, 2006), aungue han sido
informadas infecciones asintomaticas (Fayer y col., 2008). En la mayoria de los casos de
criptosporidiosis, la diarrea se acomparia de nauseas, vomitos, dolor abdominal, pérdida

de peso y algunas veces fiebre (Idris y col., 2010).
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Figura 2. Ciclo de vida de Cryptosporidium spp.

Fuente: Parasitologia médica. 4ta. Edicidn. www.accessmedicina.com



En la actualidad, las opciones de tratamiento para criptosporidiosis son limitadas,
siendo la Nitazoxanida la droga que ha mostrado mayor eficacia en individuos
inmunocompetentes (Amadi y col., 2009; Jumani y col., 2018). Se han descrito varios
farmacos con actividad contra Cryptosporidium in vitro, en modelos animales y en
pacientes (Tabla I1). La espiramicina, la azitromicina y la inmunoglobulina anti-
Cryptosporidium bovina no han sido eficaces en ensayos controlados en pacientes con
SIDA (Cabada e White, 2010). En individuos inmunosuprimidos el tratamiento suele ser
ineficaz (Abubakar y col., 2007; Amadi y col., 2009); en nifios infectados con
criptosporidiosis el tratamiento ha sido poco evaluado. Aunado a esto, no existe una
vacuna para la prevencion de la criptosporidiosis (Shirley y col., 2012; Checkley y col.,
2015). Los hallazgos de estudios in vitro y en animales sugieren que las combinaciones
de farmacos podrian tener cierta eficacia (Giacometti y col., 2000). En el tratamiento de
pacientes con VIH o SIDA, los médicos deben considerar la terapia sintomatica, la
optimizacion de la terapia antirretroviral y, quizas, la inclusion de nitazoxanida o
paromomicina (Cabada e White, 2010).

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

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

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

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



Tabla I1. Tratamiento de la criptosporidiosis.

Estado Limitaciones Referencia
Aap;;oll;ado para su uso (Rossignol y
. . pa L Eficacia 56-96% en col., 2006;
Nitazoxanida criptosporidiosis pero .
. - hospederos sanos. Amadi y col.,
no con la coinfeccion 2009)
por VIH.
N Aprobado para su uso Eficacia limitada en (Whlt.e y co_I.,
Paromomicina  para otras acientes con SIDA 1994; Hewitt
indicaciones. P ' y col., 2000)
Aprobado parasu uso  No es efectivo en
. - . (Cabada e
Azitromicina para otras pacientes con SIDA .
T White, 2010)
indicaciones. avanzado.
Efectivo en la
prevencion de la
Aprobado para su uso ) idiosi bad
Rifabutina para otras crlpto_sporl 1031 €n (C_a adae
indicaciones estudios de profilaxis White, 2010)
' con Mycobacterium
avium.
Inhibidoresde  Aprobado parasu uso Asociado a la resolucion
la proteasa del  en el tratamiento del de la criptosporidiosis (C_abada €
White, 2010)

VIH

VIH.

en pacientes con SIDA.
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Epidemiologia

Los resultados de los estudios epidemioldgicos moleculares han permitido una mejor
apreciacion de la importancia en salud publica de las especies y genotipos de
Cryptosporidium en varios animales (Shrivastava y col., 2017). C. hominis y C. parvum
son los agentes que mayormente causan criptosporidiosis en individuos tanto
inmunocompetentes como inmunocomprometidos, pero su prevalencia varia en diferentes
regiones del mundo (Abrahamsen y col., 2004; Ryan y col., 2014; Shrivastava y col.,
2017). También se ha informado que otras especies, como C. felis, C. muris y C.

meleagridis, causan infeccion humana (Snelling y col., 2007).

La criptosporidiosis es endémica en los paises en desarrollo; las personas mas
propensas son los portadores del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En 1976,
C. parvum se asocio con un caso de gastroenteritis infantil, siendo hasta la década de los
80°s que junto con el surgimiento de la epidemia del SIDA se le reconoce como un
patégeno oportunista, incorporandolo al grupo de parésitos emergentes (Nime y col.,
1976); con este surgimiento, la enfermedad adquirié verdadera importancia a partir del
verano de 1993, cuando se produjo el brote epidémico en Milwaukee, EE.UU, el mas
importante a nivel mundial, que afectd a mas de 403 000 personas; desde entonces, los
casos de criptosporidiosis han sido informados en méas de 40 paises (Fayer, 2004).La
prevalencia de la infeccion por Cryptosporidium en paises subdesarrollados como Brasil,
Venezuela, Indonesia, Tailandia, Sudafrica, Ghana, India y Bangladesh entre los nifios
con diarrea varia del 3% al 13%; en contraste, en paises desarrollados del mundo como
Gran Bretafia, Estados Unidos, Canada, Australia y Dinamarca, en los cuales representa
del 1-4% de la diarrea infantil (Vanathy y col., 2017). En México, se tienen pocos estudios
sobre Cryptosporidium afectando a humanos, sin embargo, se ha identificado la presencia
de tres especies de este parasito en infantes, C. parvum, C. hominis y C. canis; siendo la
especie de C. parvum la mas prevalente (Valenzuela y col., 2014; Gonzalez-Diaz y col.,
2016; Urrea-Quezada y col., 2017).
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Cryptosporidium causa deficiencias nutricionales con una morbilidad y mortalidad
significativas, especialmente en nifios e individuos inmunodeficientes (Mak, 2004). El
principal mecanismo de defensa contra la criptosporidiosis se debe a las respuestas
inmunitarias mediadas por células, dado que el sistema inmunoldgico de los nifios no esta
bien desarrollado, son muy propensos a la infeccion. La causa predisponente del estado
inmunocomprometido en los nifios es la desnutricion y algunas de las infecciones
infantiles, como el sarampion. En la India, hay algunos estudios que informaron sobre
Cryptosporidium spp. en nifios con diarrea (entre 1.1% y 18.9%) (Ajjampur, Sankaran, y
col., 2008), y en nifios asintomaticos (0% a 3%) (Reinthaler y col., 1989). También hay
estudios que informaron hasta un 9.8% de positividad en nifios asintométicos (con un

13.1% de positividad en nifios sintomaticos) (Kaur e Diwan, 1991).

La criptosporidiosis es una de las infecciones comunes entre las personas
infectadas por el VIH con un recuento de linfocitos T CD4 positivos menor a 200
células/mm? (Adamu y col., 2014); causa una infeccion potencialmente mortal que afecta
el tracto gastrointestinal y los sitios extraintestinales, como el tracto hepatobiliar, el
pancreas y las vias respiratorias (Shrivastava y col., 2017). Africa es el primer continente
en tener un numero significativo de casos de VIH en el mundo con una prevalencia de
criptosporidiosis que varia del 3.8% al 73.6% (Tumwine y col., 2005). Asia es el segundo
continente en el aumento del nimero de casos de VIH (aproximadamente 4.7 millones de
casos) después de Africa. Existen algunos informes de casos de la India, con una
prevalencia que oscila entre el 4.7% y el 56.5% (Igbal y col., 2012). En el sudeste asiético,
Tailandia tiene una tasa de prevalencia del 8.8% al 34.4%, mientras que Nepal tiene el
10.7% y Camboya del 45%. Malasia tiene una tasa de prevalencia del 3% al 23%, Iran e
Indonesia del 52.5%.

Los primeros estudios sugirieron que el parasito se encuentra en el 1% de las heces
de hospederos que son inmunocompetentes en los paises de ingresos altos y en el 5-10%
de las heces de los hospederos en entornos de bajos recursos (Guerrant y col., 2011). Los
resultados de estudios recientes con PCR y deteccion de antigenos sugieren que los

estudios anteriores subestimaron la frecuencia de la infeccidon, identificando a
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Cryptosporidium en el 15 a 25% de los nifios con diarrea (Ajjampur, Rajendran, y col.,
2008; Mor e Tzipori, 2008; Guerrant y col., 2011). La criptosporidiosis se asocia con una
mayor duracion de la diarrea y una mayor morbilidad y mortalidad infantil que otras
causas (Khan y col., 2004; Sarkar y col., 2014), y se asocia particularmente con diarrea
prolongada (7-14 dias) y diarrea persistente (>14 dias) (Limay col., 2000; Moore y col.,
2010).

Los resultados de los estudios de cohortes han demostrado consistentemente que
la edad mas joven se asocid con un alto riesgo de infeccion. Por ejemplo, en un estudio
multicéntrico de nifios menores de 5 afios en la India (Ajjampur y col., 2010), 75% de los
casos fueron en nifios menores de 2 afios. Muchos estudios sugieren que la infeccién por
Cryptosporidium esta asociada con la desnutricion y los déficits de crecimiento en los
nifios (Checkley y col., 1998; Mondal y col., 2012; Shirley y col., 2012; Squire e Ryan,
2017). El estudio multicéntrico entérico global (GEMS) que busco evaluar las causas, la
carga, los sindromes clinicos y los resultados adversos de la diarrea moderada a grave en
nifios en siete sitios en Africa y el sur de Asia, identificd el Cryptosporidium como uno
de los cuatro principales contribuyentes a enfermedades diarreicas de moderadas a graves
durante los primeros 2 afios de vida en todos los sitios (Kotloff y col., 2013).
Cryptosporidium solo fue superado por el Rotavirus como causa de diarrea moderada a
grave en nifios menores de 2 afios. En una visita de seguimiento 2 a 3 meses después de
lainscripcion, la criptosporidiosis se asocié con un riesgo 2 a 3 veces mayor de mortalidad
entre los nifios de 12 a 23 meses con diarrea moderada a grave que en los controles sin
diarrea (Kotloff y col., 2013; Checkley y col., 2015).

Diagnostico de la Criptosporidiosis

Los registros de criptosporidiosis se encuentran subestimados, debido a la carencia de
conocimientos y recursos para llevar acabo el diagnostico etiologico de manera adecuada,
aunado a la falta de sospecha de éste parasito como agente causal de la gastroenteritis

aguda. En Estados Unidos, se estima que solo se diagnostica y reporta el 1% de los casos
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de criptosporidiosis (Khurana e Chaudhary, 2018). Las muestras de heces son las que se
examinan con mas frecuencia para evidenciar la presencia de ooquistes; sin embargo, hay
reportes en los que se han utilizado, biopsias o tejido sobre todo en pacientes
inmunocomprometidos en los que se ha descrito la criptosporidiosis extraintestinal
(Shrivastava y col., 2017).

El diagnostico etioldgico de la criptosporidiosis se basa en la identificacion del
parasito mediante microscopia (de luz y fluorescencia), empleando diversas técnicas
como la tincion de Kinyoun (Ziehl Neelsen modificada) (Morgan y col., 1998),
inmunocromatografia, tinciones fluorescentes (Latif e Jakubek, 2008; Chalmers,
Campbell, y col., 2011), PCR (Calderaro y col., 2011), entre otras (Tabla I11); ademas se
cuenta con técnicas inmunoldgicas, ya sea para la deteccion de antigenos y de
anticuerpos; las cuales presentan una buena sensibilidad y especificidad (93% a 100%);
sin embargo, el diagndstico molecular proporciona una mayor sensibilidad y
especificidad, sobre todo cuando se emplea més de un marcador molecular, ademéas que

permite diferenciar las especies y subtipos de familias (Xiao, 2010).

Mientras que las pruebas de deteccion de antigenos son Utiles para el diagndstico
de infeccidn aguda, las pruebas de deteccion de anticuerpos se emplean principalmente
para estudios seroepidemioldgicos (Chalmers, Campbell, y col., 2011).

Microscopia

El diagndstico de rutina de la criptosporidiosis en la mayoria de los paises se ha basado
en la deteccion microscopica de ooquistes después de la tincion del frotis fecal; la
utilizacion de métodos de concentracion de materia fecal aumenta la sensibilidad del

diagnostico microscopico (Del Coco y col., 2009).
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Tabla I11. Métodos diagndsticos para Cryptosporidium.

Método Ventajas Desventajas Referencia
Baja sensibilidad
. . (aprox. 70-80% con (Arrowood, 2002;
Baja tecnologia MEPTI
. . ) tincion acida Chalmers,
Microscopia  Ampliamente o .
. . modificada). Requiere  Campbell, y col.,
disponible. L i
tinciones especiales y 2011)

técnicos expertos

Buena sensibilidad (70—

100%). Varios kits

gcl)sggpé?a:ﬁien teen Costoso para la (Kaushik y col.,
Deteccion de . configuracion de los 2008) (Chalmers,
. inmunoensayo ]
antigeno N paises de escasos Campobell, y col.,
enzimatico, ensayo de
) . recursos. 2011)
inmunofluorescencia y
formatos de prueba de
inmunocromatografia.
Excelente sensibilidad Instrumentacion
(100%) y especificidad  costosa. Técnicamente  (Kaushik y col.,
(100%). Puede especiar, exigente, requiere 2008; Chalmers,
subtipo y cuantificar. técnicos de Campbell, y col.,
PCR Adecuado para laboratorio 2011); (Morgan y
multiplexacion para capacitados para la col., 1998)
objetivos de extraccion y (Calderaro y col.,
enteropatdgenos amplificacion de 2011)
adicionales ADN.
Util para fines de
, vigilancia'y Uso exclusivo en (Chalmers,
Meétodos Y X
serolégicos pllscrlr_mnacm_n de_ !abora_torlqs de Campbell, y col.,
infecciones histéricas, investigacion. 2011)

recientes y repetitivas.
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El método de Kinyoun es eficiente y confiable para el diagnéstico microscépico
de Cryptosporidium (Figura 3); sin embargo, a pesar de ser un procedimiento fécil y de
bajo costo, no se puede distinguir entre especies y genotipos de Cryptosporidium (Morgan
y col., 1997); ademas presenta una baja sensibilidad (37-84%) y una alta especificidad
(99-100%) (Kaushik y col., 2008; Chalmers, Campbell, y col., 2011; Ruecker y col.,
2011).

Inmunodiagnostico

Se han desarrollado métodos inmunolégicos basados en la deteccion de antigenos que
utilizan anticuerpos para detectar ooquistes. Los kits basados en la inmunofluorescencia,
utilizan un anticuerpo monoclonal con isotiocianato de fluoresceina conjugado anti-
Cryptosporidium que reconoce epitopos de la superficie del ooquiste de Cryptosporidium
(Chalmers, Smith, y col., 2011); sin embargo, este tipo de métodos es caro y necesita
equipo especializado como microscopio de fluorescencia. Se han informado de respuestas
de anticuerpos séricos al antigeno gpl5/15-17-kDa en nifios con criptosporidiosis en
paises en desarrollo después de brotes de criptosporidiosis (Jagai y col., 2009; Muchiri y
col., 2009; Sarkar y col., 2013) y en adultos infectados con el virus de inmunodeficiencia
humana en paises desarrollados (Mor y col., 2010); sin embargo, todos estos estudios
utilizaron un antigeno nativo parcialmente purificado de C. parvum de 17 kDa o antigeno
lisado de C. parvum en ELISA o inmunotransferencias. También se ha utilizado a la
glicoproteina gp15 recombinante de C. parvumy C. hominis como antigeno en los ELISA
(Allison y col., 2011). Entre los nifios en Bangladesh, el anticuerpo IgA para gp15 no fue
especifico de la especie y se asocié con una menor duracién de la enfermedad. (Allison y
col., 2011).
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Figura 3. Diagnostico microscopico de Cryptosporidium mediante la tincién de Kinyoun.

Fuente: Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC).
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Los ensayos serologicos para Cryptosporidium son importantes para los estudios
epidemioldgicos porque las respuestas de anticuerpos especificas se desarrollan después
de una infeccion sintomatica y asintomatica (Bouzid y col., 2013; Checkley y col., 2015;
Squire e Ryan, 2017). Mientras que las respuestas de IgA son generalmente de corta
duracién, las respuestas de IgG pueden persistir durante varios meses (Bartelt y col., 2013;
Bartelt y col., 2016). El anticuerpo contra Cp23 parece correlacionarse con una infeccion
distante, mientras que las respuestas a Cpl7 (también llamadas gpl5) sugieren una
infeccion reciente, y las respuestas a P2 se asocian con una infeccién repetida (Priest y
col., 2006). Estos ensayos, adaptados a una plataforma de serodiagnéstico basada en
Luminex, se pueden realizar con sangre en papel filtro (Lammiey col., 2012), o con fluido
oral (Griffiny col., 2011).

Diagnoéstico Molecular

Los métodos basados en PCR se han convertido en herramientas esenciales para la
correcta identificacién de Cryptosporidium spp. tanto en hospederos humanos como en
animales, dadas las limitaciones en la deteccidn especifica de este protozoo mediante
técnicas microscopicas. Los métodos moleculares se utilizaron inicialmente para la
diferenciacion de especies de Cryptosporidium mediante el uso de marcadores genéticos
que tienen una variacion de secuencia interespecifica/intraespecifica relativamente baja,
proporcionando la base para la clasificacion actual de los miembros dentro del género (Jex
y col., 2008).

La introduccién de la tecnologia de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
proporciona un diagndstico especifico a nivel de especie con alta sensibilidad. La PCR
permite el examen rapido, repetible y de alta precision, con la capacidad de analizar un
gran namero de muestras (Fayer y col., 2000; Xiao, Morgan, y col., 2000). Una variedad
de loci de genes se utilizan en el diagnostico Cryptosporidium, incluyendo la pequefia
subunidad del rRNA (también conocido como 18S ARNr) (Xiao y col., 1999; Valenzuela
y col., 2014; Gonzélez-Diaz y col., 2016), la proteina de choque térmico (gen HSP70)
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(Sulaiman y col., 2000), el gen de la proteina de la pared del ooquiste de Cryptosporidium
(COWP) (Patel y col., 1999; Valenzuelay col., 2014), la glicoproteina GP60 (Xiao, 2010;
Valenzuela y col., 2014; Urrea-Quezada y col., 2017), el gen para la proteina adhesiva
relacionada a tromboespondina de Cryptosporidium-1 (TRAP-C1) (Spano y col., 1998) y
el gen de la actina (Sulaiman y col., 2002).

Sin lugar a dudas, los marcadores moleculares estdn en la vanguardia en los
estudios de Cryptosporidium spp. El gen SSU rRNA ha sido el marcador genético utilizado
con mayor frecuencia para la identificacion del parasito Cryptosporidium (Slapeta, 2013).
Una herramienta de uso comdn de PCR-RFLP utiliza la amplificacién de un fragmento
hipervariable de 830 pb del gen ribosomal y el uso de las enzimas de restriccion Sspl y
Vspl para la genotipificacion. ElI uso generalizado del gen SSU rRNA en la
genotipificacion de Cryptosporidium se debe principalmente a la naturaleza multicopia
del gen y la presencia de las regiones semiconservadas e hipervariables, que facilitan el
disefio de cebadores especificos para el género (Xiao y col., 2009; Valenzuela y col.,
2014). Estas herramientas son cada vez mas utilizadas en los estudios epidemioldgicos de
la criptosporidiosis en las zonas endémicas, lo que ha mejorado significativamente la
comprension de la transmision de la criptosporidiosis en humanos y animales (Xiao,
2010).

Prevencion

Las medidas profilacticas son de gran importancia en el control de la criptosporidiosis.
Debido a que la transmision se produce principalmente a través del contacto directo y el
consumo de agua contaminada, las medidas generales de higiene y el tratamiento del agua
de consumo constituyen las principales medidas de prevencién (Del Coco y col., 2009).
La eliminacion de este microorganismo de las aguas constituye un desafio permanente
para las plantas de tratamiento, ain en paises con tecnologia avanzada (Dillingham y col.,
2002).
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Por otro lado, para las personas inmunocomprometidas, las mejores medidas de
profilaxis son las buenas précticas de higiene, evitar la recreacion en albercas publicas,
evitar el consumo de aguas superficiales no potabilizadas y evitar el contacto con heces
de animales. En hospitales, laboratorios y centros de atencién de la salud deberia
minimizarse el contacto con fuentes de infeccion; esto implica el aislamiento de personas
infectadas, el manejo cuidadoso de todo material bioldgico peligroso, la correcta gestion
y disposicion de residuos biologicos (Del Coco y col., 2009; Rossle y col., 2013).

Respuesta Inmune Humana a la Infeccion por Cryptosporidium

Durante la infeccion por Cryptosporidium, las respuestas inmunitarias tanto innatas como
adaptativas desempefian un papel critico en la eliminacion del parasito (Del Coco y col.,
2009). La mayor parte de la informacion sobre las interacciones hospedero-patdgeno y las
respuestas inmunes a este pardsito protozoario provienen de estudios con modelos de
ratones infectados con Cryptosporidium (Rossle y col., 2013). La respuesta inmune es lo
que define la caracteristica fisiopatologica presentada en cada paciente con
criptosporidiosis; por lo que conocer los diversos procesos y actores que intervienen en la
misma, permitird generar estrategias de prevencion, tratamiento y vacunacion. Evidencia
de estudios in vitro e in vivo indican que tanto la inmunidad innata como la adaptativa
participan en la resolucion y la resistencia a la criptosporidiosis; esto debido a que
Cryptosporidium puede sobrevivir a la respuesta inmune innata montada por el hospedero
durante las primeras etapas de la infeccién (Wilhelm e Yarovinsky, 2014; Olsen y col.,
2015).

Inmunidad Innata

En la inmunidad innata participan principalmente células asesinas naturales (NK), células
dendriticas (DCs), macrdfagos, quimiocinas/citosinas/interleucinas (IL), receptores tipo

Toll (TLR), péptidos antimicrobianos (B-defensinas), radicales de oxigeno y nitrégeno
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(NO) (Chassin e Hornef, 2011); los cuales constituye un sensor primario en la deteccion

del parésito.

Las celulas epiteliales son células centinelas en la mucosa del tracto
gastrointestinal, equipadas con varios mecanismos de defensa para combatir patdgenos,
como la induccidn de apoptosis y produccion de péptidos antimicrobianos y quimiocinas
para el reclutamiento de celulas inmunes al sitio de la infeccion. Las células epiteliales
expresan una variedad de receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de patégenos,
en la superficie celular y en endosoma cuentan con receptores tipo Toll (TLR) v,
receptores para dominios de oligomerizacién para la unién a nucleétidos (NLR). Esos
PRR pueden reconocer patdgenos o patrones moleculares asociados a patogenicidad
(PAMPSs) (Laurent e Lacroix-Lamandé, 2017).

Los enterocitos conforman mayormente el epitelio intestinal y éstos son las células
blanco de los estadios invasivos del parasito (zoitos) (Chen e Larusso, 2000); desempefian
un doble papel en la proteccion de la superficie de la mucosa ayudando a mantener la
homeostasis y promoviendo la inflamacion después de la lesion de la mucosa (Santaolalla
e Abreu, 2012).

Los enterocitos poseen TLRs, particularmente TLR2 y TLR4 (Hug y col., 2018),
los cuales reconocen diversos ligandos asociados a la patogenicidad de diversos
microorganismos, entre los cuales se encuentra Cryptosporidium (Yang y col., 2015).
También poseen receptores de reconocimiento de nucledtidos tipo NOD (NLR) que
también reconocen al parasito; asi como las moléculas MHC | y MHC Il que participan
en la presentacion de antigenos. Los enterocitos son una fuente de IL-18 (quimioatrayente
de neutrofilos), cuya produccién se aumenta en la infeccidn, las que a su vez estimulan la
expresion de moléculas de adhesion endotelial (ICAM-1) en el epitelio intestinal, lo que

facilita el reclutamiento de leucocitos al sitio de infeccion (Barragan y col., 2005).

El interferon gamma (IFN-y) estimula a los macrofagos para que produzcan oxido
nitrico sintetasa inducible (iINOS) y asi se activa la cascada de proteinas quinasas SAPK

activadas por estrés (JNK), lo que culmina en la activacion de la cascada apoptoética,
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resultando la muerte celular (Leitch e He, 2012). Recientemente se demostré que la
produccion de NO por los enterocitos es dependiente del factor nuclear potenciador de las

cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) (Figura 4) (Zhou y col., 2014).

Los esporozoitos de Cryptosporidium es el primer estadio que se adhiere a los
enterocitos mediante las proteinas de superficie que conforman el complejo apical (gp900,
gp60, p23, TRAP-C1, TSP2-12, CP47, CPs-500, CSI, CpMuc4, CpMuc5, CPMIC1 y
lectina p30-Gal/GalNAc) (Bhat y col., 2007; Bouzid y col., 2013), las cuales son
reconocidas principalmente por TLR2 y TLR4 (Costa y col., 2011).

La union del parésito a los enterocitos induce la activacion de los TLRs, lo que
desencadena la transduccion de sefiales (MyD88) que permite la migracion hacia el ndcleo
del factor de transcripcion nuclear NF-xf (Fayer, 2004), lo que genera la produccién y
secrecion de citocinas pro-inflamatorias (IL-12, IL-2, 1l-4, IFN-y, IFN-B, TNF-a)
(Mcdonald y col., 2013), las cuales estimulan la produccion de factores solubles que
incrementan la secrecion de iones de cloro y moléculas de agua, y disminuyen la absorcion
de iones de sodio resultando en diarrea osmoética (Vanathy y col., 2017). El interferon beta
(IFN-B) juega un papel importante en la inmunidad innata activando los macrofagos para
que produzcan NO que a su vez activa la via de sefializacion del estrés (JNK) (Vanathy y
col., 2017).

Los enterocitos no solo proporcionan la primera y rapida defensa contra la
infeccion por Cryptosporidium, sino que también moviliza células efectoras inmunes
(linfocitos, macrdfagos, neutrofilos) al sitio de la infeccion para activar la inmunidad
adaptativa (O'hara e Chen, 2011). El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IFN-y, y la
IL-2 son importantes para la resistencia y eliminacion de la infeccion de C. parvum
(Coutinho y col., 2008; Costa y col., 2011). En estudios previos mostraron que ratones
malnutridos destetados tuvieron una mayor susceptibilidad a la infeccion en comparacion
con los animales control; lo cual se relaciono con la expresion intestinal agotada de TLR2
y TLR4, pero no de TLR9 (Costa y col., 2011).
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Figura 4. Produccidn y liberacién de moléculas efectoras derivadas de células epiteliales.

Esencial para la activacion de la inmunidad anti-Cryptosporidium de la mucosa.

Fuente: (Zhouy col., 2014)
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Las células epiteliales intestinales y las células epiteliales del conducto biliar
(llamadas colangiocitos), responden diferente a la infeccion por Cryptosporidium; lo cual
se podria explicar debido a que la exposicion persistente de la microbiota en los
enterocitos favorece la regulacion (homeostasis) de la sefializaciéon de TLR, lo cual evita
una respuesta inflamatoria cronica en el intestino, a diferencia de lo que sucede en
conductos biliares (Pinto y col., 2018). En estudios recientes se ha relacionado la
desnutricion con la disbiosis y el impacto de la misma en estos pacientes (Leung y col.,
2018). EI NF-kp esta involucrado en la expresion de la enzima iNOS, presente en las
células de la superficie y del subepitelio intestinal y encargada de la produccién de NO.
Dicha sustancia, de conocida actividad citotoxica, afecta la viabilidad de los esporozoitos
de Cryptosporidium in vitro (Gookin y col., 2006). EI NF-xp3 promueve la expresion de
moléculas proinflamatorias tales como prostaglandinas (PG), lo que estimula la
produccion de mucinay participa en la regulacion de la respuesta celular T (O'hara e Chen,
2011). La B2 defensina, una sustancia que ayuda a proteger al epitelio intestinal ante la
invasion, también se ve aumentada en este contexto, a diferencia de su homoénima ol
defensina (Del Coco y col., 2009). Durante el curso de la infeccion se producen las
siguientes moléculas: IL-8, oncogén relacionado con el crecimiento alfa (GROa),
quimiocina ligando 5 (CCLJ5), proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) y proteina
inflamatoria macrofagica-2a (MIP-2a). Estas sustancias presentan funcion quimiotactica.
Diferentes tipos celulares (linfocitos T, NK, DC, monocitos, neutrofilos, eosinéfilos y
basofilos) seran atraidos hacia el sitio de infeccion segun interacciones especificas entre
dichas moléculas y sus receptores (Perera y col., 2012). Las células que son reclutadas
hacia el intestino en mayor cantidad son linfocitos, macréfagos y neutréfilos, aunque estos
ultimos no tendrian una funcién muy relevante en el control de Cryptosporidium spp.
(Choudhry y col., 2008).

En cuanto al complemento, la lectina unida a manosa (MBL) y el componente C4
se unen a la superficie del esporozoito y bloquean la adherencia del parasito a las células

epiteliales y activan el complemento (Mcdonald y col., 2013; Checkley y col., 2015).
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Las células NK, activadas por células dendriticas y macrofagos, presentan
actividad antimicrobiana mediante la lisis por citotoxicidad que desencadenan sobre las
células infectadas y la produccion de citocinas proinflamatorias que estimulan
mecanismos antimicrobianos de otras células en el sitio de infeccién (Mcdonald y col.,
2013). Una citocina clave producida por las células NK para el control de infecciones
intracelulares es el IFN-y, este es un mediador critico de las respuestas innatas y adquiridas
frente a la infeccion por Cryptosporidium (Riggs, 2002; Lean y col., 2006; Mcdonald y
col., 2013). Algunos estudios recientes sugieren que el IFN-y, inducido por el TNFa actla
directamente estimulando al enterocito a generar resistencia contra la infeccion (Deng y
col., 2004).

Inmunidad Especifica

Tanto la inmunidad humoral como la celular son importantes en el control de la
criptosporidiosis; sin embargo, la inmunidad celular es fundamental en la mucosa
intestinal. EI control inmunolégico de la infeccion depende de la inmunidad Thl (IFN-y,
células T a/p y T vy/d fundamentalmente células T CD4"). Las CD8* parecen ser
irrelevantes en el control de la infeccion (Mcdonald, 2000; Mcdonald y col., 2004;
Ehigiator y col., 2007).

La inmunidad adaptativa se da principalmente por las respuestas de las células T
y B, anticuerpos y citocinas (Borad e Ward, 2010). Las células Thl actlan contra los
parasitos intracelulares al producir IFN-B, IFN-y, IL-2, IL-12 y TNF, y las células Th2
(IL-4, IL-5, IL-6, y la IL-10), las cuales ayudan en la eliminacion del parasito (Trinchieri,
2007) y las células Th17 (IL-23) participan en la inmunidad anti-Cryptosporidium (Zhao
y col., 2014). La susceptibilidad o resistencia a la infeccién por C. parvum depende de
delicado equilibrio entre la produccion de citocinas Thl necesarias para controlar el
crecimiento del parasito y las citocinas Th2 limitan la patologia. La IL-18 parece estar

involucrada en la regulacion de las respuestas Th1/Th2 en la infeccion por C. parvum.

25



Personas con un recuento de CD4 muy bajo, tienen més gravedad de la infeccidn que con
un recuento de CD4 mayor a 200 células/mm? (Leitch e He, 2012).

Individuos infectados por Cryptosporidium montan una respuesta Th2 mediada
por anticuerpos especificos para el parasito. Se han detectado IgG, IgM, IgA e IgE en
suero y mucosa de humanos y animales infectados y convalecientes (Chen e Larusso,
2002). En pacientes con SIDA con criptosporidiosis cronica se han detectado altos niveles
de anticuerpos. La IgA en la mucosa puede ayudar la respuesta inmune celular mediante
el recubrimiento de las superficies de las etapas infectivas y prevenir la adhesion a las
células epiteliales; sin embargo, diversos estudios han demostrado que ratones con
deplecion de células B pudieron resolver la infeccion por Cryptosporidium. Sin embargo,
la IgA secretoria colaboraria en el control de la infeccion bloqueando la entrada de los

estadios luminales del paréasito (Laurent y col., 1999).

La respuesta de anticuerpos después de la infeccidn por Cryptosporidium, alcanza
un méaximo dentro de 3 a 9 semanas y desaparece hasta la linea basal de 5-6 meses (Groves
y col., 1994; Ajjampur y col., 2011). La respuesta inmune humoral y celular mediada por
el IFN-y inducida por la gpl5 (17 kDa) de Cryptosporidium se considera que ofrece
proteccion (Preidis y col., 2007). El papel de lainmunidad humoral en pacientes con SIDA
con infeccién por Cryptosporidium es dudoso; sin embargo, se presentan titulos altos de
IgG/IgA, asi como IgA en mucosa (Leitch e He, 2012). Las células T CD4+ son el
principal componente de la lamina propia. Constituyen la primera linea celular que
desciende en la infeccion por el VIH (Okhuysen y col., 2002). Es sabido que los pacientes
con SIDA, cuyo recuento de células CD4+ se encuentra muy disminuido, padecen formas

graves e incluso letales de criptosporidiosis (Mcdonald, 2000).

El nimero de células T aumenta considerablemente con la presencia del parasito
en el tracto intestinal. Estas células inducen, a traves de la secrecion de diversas citocinas
proinflamatorias, profundas alteraciones estructurales de la mucosa, tales como atrofia de
las vellosidades e hiperplasia criptica. Se ha informado un incremento en el nimero de

linfocitos T y B durante la infeccion. Las placas de Peyer son sitios clave en el inicio de
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la respuesta inmune adaptativa (Jung y col.,, 2010). Existen células epiteliales
especializadas denominadas células M, las cuales transportan antigenos particulados
desde la luz intestinal al tejido linfoide, donde seran fagocitados por células dendriticas
para ser presentados posteriormente a las células T. Se han detectado Cryptosporidium
spp. en los nddulos linfaticos mesentéricos (NLM). Se cree que éstos también son sitios
disparadores de la respuesta inmune adaptativa (Mcdonald, 2011).

En la infeccion por Cryptosporidium, la secrecion de citocinas (IL-8 e IL-18) por
parte de las células epiteliales produce un gran reclutamiento de células T activadas hacia
la l&mina propia provenientes de las placas de Peyer, via NLM y a través de la circulacion
(Mcdonald y col., 2006). Los resultados de un estudio en Bangladesh mostraron que los
pacientes con infeccion tenian mayores titulos de IgG, IgM e IgA en suero anti- Cp23
que los pacientes sanos, y las respuestas nuevamente se conservaron en varios subtipos y

se asociaron con una enfermedad mas corta (Borad y col., 2012; Checkley y col., 2015).

Proteinas Recombinantes

El &cido desoxiribonucleico (ADN) contiene la informacion necesaria para la sintesis de
proteinas. El descubrimiento del cddigo genético abrid la posibilidad de obtener péptidos
y/o proteinas a gran escala a partir de diversos organismos en los cuales no se producen
de manera natural. A las proteinas obtenidas de esta manera se les conoce como proteinas
recombinantes. Estas se pueden producir en microorganismos como bacterias, hongos,
virus y levaduras, asi como en lineas celulares cultivables de insectos, plantas y de
mamiferos (Jonasson y col., 2002; Palomares y col., 2004), sistemas de expresion de
proteinas “sin células” y también en animales y plantas transgénicas (Farrokhi y col.,
2009). La produccidn de proteinas recombinantes surgio a principios de la década de 1980,
con el objetivo de superar las limitaciones impuestas por la extraccion de fuentes
naturales. Por ejemplo, los primeros productos farmaceuticos comerciales, la insulina
humana y la hormona del crecimiento, se produjeron inicialmente utilizando la bacteria

Escherichia coli como hospedero. Mas tarde, la insulina humana se convirtio en el primer
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medicamento con licencia creado con técnicas de ingenieria genética en 1982 (Baeshen y
col., 2014).

La sobreexpresion de proteinas recombinantes ofrece la ventaja de producir
grandes cantidades de la proteina de interés con caracteristicas similares a la proteina
natural y de manera relativamente facil y rapida. Esta tecnologia cuenta con al menos 35
afios y por su aplicacion tanto en la industria farmacéutica y alimentaria, como en la
investigacion cientifica, se encuentra entre los desarrollos mas importantes del siglo XX
(Porro y col., 2005). El procedimiento para producir una proteina recombinante consiste
en introducir el ADN que codifica para la proteina de interés en un vector de
sobreexpresion (plasmidos, virus, césmidos). El vector contiene un origen de replicacion
que le permite copiarse dentro de la célula hospedera, una region promotora que permite
la produccion de la proteina de interés, un sitio de clonacién multiple (SCM), que es una
region que con tiene diversos sitios de restriccion que permiten la insercion de ADN entre
ellos y en algunos casos, genes de resistencia a antibioticos y genes reporteros, que
facilitan la seleccion de las colonias de bacterias que tendrian el vector con la informacion

genética insertada.

Sistemas de Expresién

Se han desarrollado una gran variedad de sistemas de expresion, tanto procariontes como
eucariontes para la produccion de proteinas recombinantes. Los organismos mas
utilizados son: bacterias, levaduras, insectos, plantas y células de mamiferos (Basile e
Peticca, 2009). En algunos de ellos se utiliza el microorganismo completo (por ejemplo:
E. coli) y en otros se utilizan células derivadas del organismo (por ejemplo: cultivos
vegetales, células de insecto o de mamifero) o bien, se puede implementar la expresion de

proteinas libre de células.

Los sistemas mas utilizados para la produccion de proteinas recombinantes en

EUA y Europa son los microorganismos, en un 55% (del cual 39% corresponde a E. coli
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y un 15% a levaduras) y células de mamifero, especificamente células de ovario de
hamster (CHO), con un 35% (Rader, 2008).

La bacteria E. coli es ampliamente utilizada en la industria biotecnolégica para la
produccidén de proteinas recombinantes con fines diagnosticos, terapéuticos o vacunales,
por procedimientos relativamente baratos, ya que ha sido muy bien caracterizada desde el
punto de vista genético y fisioldgico (Ferrer y col., 2009). Algunas ventajas que ofrece
son su rapida reproduccion, utiliza medios de cultivo relativamente baratos, buen manejo
en fermentaciones de alta densidad y facil escalamiento. Ademas, ha sido uno de los
organismos mas utilizados como modelo de estudio, debido a esto se ha sido caracterizado
ampliamente y se han desarrollado numerosas herramientas que han facilitado su

clonacion y expresion genética (Baneyx y Mujacic, 2004).

A pesar de la importancia y al amplio uso de la tecnologia de proteinas
recombinantes tanto en la industria farmacéutica como en la investigacion, ain no se

cuenta con una estrategia infalible para la obtencion de PR.

Se han analizado una gran cantidad de variables y factores en el proceso de
produccién (temperatura, pH, oxigeno, cepas hospederas etc.) que se sabe estan
estrechamente relacionados con el rendimiento e integridad de la proteina recombinante.
También se ha evaluado la importancia de la composicion del medio de cultivo
(concentracion, tipo y consumo de nutrientes, etc.) (Holmes y col., 2009), por lo que es
necesario establecer experimentalmente las condiciones Optimas para cada proteina

recombinante.

Algunos insertos que codifican para proteinas eucariontes contienen codones
(codones raros) cuyos tripletes no se presentan naturalmente en E. coli, por lo que es
necesario modificar la secuencia del inserto para incluir los codones que si se presentan
en la bacteria. Una alternativa es usar las cepas de Novagen®, Rosetta™, Rosetta-Blue™
y Rosetta-Gami™, que contiene los tripletes para los codones raros (AGG, AGA, AUA,
CUA, CCC, GGA). Otras lineas celulares, como Origami™ y Origami™B presentan una

mutacion en los genes trxB y gor que favorecen la formacion de puentes disulfuro en el
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citoplasma. Algunos ejemplos de PR producidas en esta bacteria son proteinas para usos
industriales, como renina, amilasas, proteasas y celulasas, proteinas terapéuticas, como
insulina, hormonas de crecimiento e interferones, entre muchas otras (Lesley y Wilson,
2005). Otras bacterias que también han sido utilizadas como modelo para la produccién
de PR son: Lactococcus lactis y Bacillus subtilis, pero en menor grado (Morello y col.,
2008; Nijland y Kuipers, 2008).

Otro de los organismos utilizados para producir PR son las levaduras. Las mas
usadas son Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae, en las cuales se han expresado
cientos de proteinas diferentes (Cregg y col., 2000; Mattanovichy col., 2004; Porroy col.,
2005). Generalmente las levaduras, al igual que las lineas celulares de insectos y
mamiferos se utilizan para sobreexpresar proteinas que son toxicas 0 que no se pueden
plegar correctamente en E. coli (Kost y col., 2005; Oker-Blom y Vuento, 2003). Ademas,
estos sistemas pueden realizar modificaciones post-traduccionales, excretar la PR al
medio de cultivo y también se obtienen rendimientos mayores al 50% (Gréslund y col.,
2008).

Proceso de Purificaciéon

La seleccion del tipo y los pasos del proceso de purificacién dependen directamente de la
clonacion, el hospedero de expresion y la localizacion intra o extracelular de la proteina
de intereés, con el resultado final de obtener la proteina deseada con la pureza y la actividad

bioldgica requerida y todo esto dentro de costos aceptables.

Una vez elegido el sistema de expresion, se debe evaluar el proceso de purificacion
con el que se va a trabajar. Este paso es critico porque es el punto gue representa mayores

costos en la produccidn de proteinas recombinantes (Basile e Peticca, 2009).

Los métodos de separacion de moléculas bioldgicas estan basados en la diferencia
de la carga, tamafio y afinidad. Con base en estas caracteristicas se han desarrollado seis

estrategias de purificacion principales: precipitacion diferencial, filtracion de membrana,
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filtracién en gel, intercambio i6nico, cromatografia de interacciones hidrofébicas y
cromatografia de afinidad.

Cromatografia de Afinidad con Metales Inmovilizados

En 1975 Porath, Carlsson, y Olsson introducen la cromatografia de afinidad con metales
inmovilizados (Immobilized Metal Affinity Chromatography 6 IMAQ como una nueva
tecnologia para el fraccionamiento de proteinas (Porath y col., 1975). En la década de
1980 Eugene Sulkowski pasa la IMAC de un papel empirico a una herramienta analitica
y en 1989 él mismo concluye que la afinidad de una proteina por un ion metalico
inmovilizado incrementa con el nimero de residuos de histidina accesibles y que la

retencion varia con el idn metalico empleado (Hemdan y col., 1989).

El principio de este mecanismo se basa en el enlace coordinado de un ion metalico
unido covalentemente a un agente quelante, con una proteina que tiene histidinas. La
cromatografia de afinidad permite separar moléculas especificas a partir de una mezcla

compleja de proteinas presentes en un medio de crecimiento.

Los sistemas de purificacidén que utilizan etiquetas de afinidad nos dan las ventajas
de permitir, en algunos casos, la purificacion de una proteina en un solo paso, con un
efecto minimo tanto en la estructura terciaria de la proteina como en su actividad

bioldgica, siendo aplicable a un gran nimero de proteinas.

Etiqueta de poli-Histidinas

La etiqueta de poli-histidina es uno de los sistemas de etiquetado de proteinas mas usados,
estando basado en la afinidad de mdltiples histidinas (de 4 a 10) en tandem, con iones
metalicos inmovilizados que pueden ser Ni*?, Cu*?, Co*? 6 Zn*2. Los metales son retenidos
por agentes quelantes (es comunmente usado el &cido nitrotriacético Ni-TA) con grupos
reactivos, unidos covalentemente a un soporte solido. Una etiqueta de histidinas fusionada

a la proteina de interés se une a los cationes divalentes del ion (Ni*?, por ejemplo),
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inmovilizados en la resina de la columna de afinidad. Las proteinas que no se unen se
eluyen y la proteina de interés es recobrada posteriormente por elusién con imidazol o
reduciendo el pH. Los residuos de histidina en una secuencia de poli-histidina tienen un
pKa de 6 y es protonado cuando el pH es reducido a 4.5-5.3. Bajo estas condiciones la

proteina etiquetada no puede unirse a los iones y se disocia de la resina.

La purificacion de proteinas con etiqueta de poli-histidinas se ha llevado con éxito
a cabo en diversos sistemas de expresion como bacterias (Chen e Hai, 1994), levaduras,
células de mamifero (Janknecht e Nordheim, 1992) y células de insecto infectadas con
baculovirus (Kuusinen y col., 1995), y en la mayoria de estos trabajos se destaca la

purificacién de las proteinas recombinantes en uno 0 muy pocos pasos.

Hasta hoy no ha sido descrita con exactitud la relacion entre la reactividad del
anticuerpo contra los antigenos recombinantes gp40 y gp15 y el resultado de la infeccion.
Por lo tanto, este estudio es una oportunidad para caracterizar molecularmente el genotipo
infectante de Cryptosporidium en pacientes sintomaticos y asintomaticos, asi como
analizar su respuesta humoral a proteinas recombinantes de los antigenos de superficie

gp40 y gpl5 del parésito en nuestra poblacion.
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MATERIALES Y METODOS

Identificacion del Genotipo Infectante de Cryptosporidium spp.

Sujetos de Estudio y Tamano de Muestra

Se llevo a cabo un estudio de casos (Ca) y controles (Co). Se incluyeron 39 casos y 47
controles. Para el calculo del tamafio se aplico la formula de Schlesselman por ser un
estudio de casos y controles (Schlesselman, 1982). ElI muestreo se llevo a cabo en el
Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES) y en el Centro Médico “Dr. Ignacio
Chavez” (CMDICH), en la ciudad de Hermosillo, Sonora en los cuales el proyecto de
investigacion fue aprobado por los comités de ética: HIES (13 de enero del 2015) y
CMDICH (29 de enero del 2015). El proyecto se registro ante la Secretaria de Salud del
Estado de Sonora (registro no. 196).

Criterios de Inclusion

Se incluyeron hombres y mujeres de edad indistinta. Los pacientes interesados en
participar firmaron una carta de consentimiento informado. El grupo de “casos” fueron
pacientes sintomaticos y asintomaticos con Cryptosporidium, este hallazgo determinado
por los estudios moleculares (PCR del gen SSU y GP60 y electroforesis) positivos. Los
controles eran pacientes no parasitados con Cryptosporidium (PCR del gen SSU y GP60
y electroforesis negativo).

Criterios de Exclusion

Se excluyeron del estudio aquellos casos que se encontraban coinfectados con G. lamblia
y/lo E. histolytica, diagnosticados mediante estudios coproparasitoscépicos (CPS) y
confirmados por PCR. Esto debido a que también estos parasitos pueden generar

trastornos gastrointestinales (TGI).
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Tratamiento de Muestras de Sangre

El suero se obtuvo a partir de sangre venosa (5 mL) sin anticoagulante, la cual se
centrifug6 a 2000 xg a 25 °C; el suero colectado se almacend en congelacién a -80 °C

hasta el momento de su utilizacion (por paciente se obtuvo en total una muestra de suero).

Tratamiento de las Muestras de Heces

A cada muestra de heces proporcionada por los pacientes se le realizd el estudio
coproparasitoscopico (CPS 3), para determinar la presencia de parasitos intestinales y la
tincién de Kinyoun, para identificar los ooquistes de Cryptosporidium spp. Para la tincion
de Kinyoun se elabord un frotis delgado de la muestra de heces, se dejé secar y se fijé con
calor. Se colocé el portaobjetos en una gradilla para tefiir y se fijé con metanol durante 5
seg, se cubrid con fucsina basica al 1% durante 2 min y se lavé con agua. Se decolord con
acido sulfurico al 10% y se lavo nuevamente. Se cubri6 con verde brillante al 1% durante
30 seg para lograr una coloracién de contraste, se lavo con agua y se dejo secar al aire. Se
observa al microscopio con aceite de inmersion en el objetivo 100x en busca de ooquistes
(Henriksen and Pohlenz 1981).

Extraccion del ADN

Se realiz6 a partir de una alicuota de heces, siguiendo el protocolo del kit QlAamp DNA
Stoll Mini Kit (QIAGEN Inc, Valencia, CA). Se determind la concentracion y la calidad
del ADN gendmico obtenido por espectroscopia de luz ultravioleta (A 260/280) y se

almacend a -20 °C hasta el momento de su utilizacion.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Con el ADN gendémico obtenido se realizaron amplificaciones mediante PCR primaria y
PCR anidada de los genes SSU rRNA (Xiao y col., 2001) y GP60 de Cryptosporidium spp.

PCR primaria. Se etiqueto un tubo como mezcla de reaccion y se afiadieron los

reactivos por orden: 28.1 UL de agua, 5.0 pL de amortiguador 10X, 3.0 pL de MgCl. (25
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mM), 2.0 uL de albdmina sérica bovina (10 mg/mL), 8.0 pL de dNTP (1.25 mM), 1.3 L
de iniciador F1 (10 uM), 1.3 pL de iniciador R1 (10 puM) y 0.3 pL de Taqg Polimerasa
(2.5 U/uL). Se multiplicaron todas las cantidades de los reactivos por el total de muestras
a amplificar con objeto de que al realizar esta mezcla se tenga la cantidad exacta de los
reactivos que conforman la mezcla de reaccién y sea la cantidad adecuada para que se
pueda llevar a cabo la amplificacion. Se colocaron 49 uL de la mezcla de reaccidn a cada
tubo de PCR y se agregd 1 uLL de ADN extraido de la muestra a cada tubo. Se etiquetaron
los tubos controles y los tubos de las muestras, y se colocaron en el termociclador. Se
realizaron 35 ciclos de amplificacion (94 °C durante 45 seg, 55 °C durante 45 seg, y 72
°C durante 1 min), con una temperatura inicial de 94 °C por 3 min y una extension final
de 72 °C durante 7 min. Los iniciadores que se utilizaron en la amplificacion primaria
para el gen SSU rRNA fueron: iniciador F1 (5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3") y el
iniciador R1 (3-CCCATTTC CTTCGAAACAGGA-5"), obteniendo un amplicon de
1322 pb (Xiao y col., 1999); para el gen GP60: iniciador F1 (5'-
ATAGTCTCCGCTGTATTC-3") y el iniciador R1 (5'- GGAAGGAACGATGTATCT -
3'"), obteniendo un amplicon de 933 pb (Alves y col., 2003).

PCR anidada. Se etiquetd un tubo como mezcla de reaccién y se afiadieron los
reactivos por orden: 26.5 L de agua, 5.0 pL de amortiguador 10X, 3.0 pL de MgCl. (25
mM), 8.0 uL de dNTP (1.25 mM), 2.6 pL de iniciador F2 (10 uM), 2.6 pL de iniciador
R2 (10 uM) y 0.3 pL de Taq Polimerasa (2.5 U/uL). Se multiplicaron todos los reactivos
por el total de muestras a amplificar. Se afiadieron 48 pL de la mezcla de reaccion a cada
tubo de PCR y se agregaron 2.0 uL del producto de la PCR primaria a cada tubo. Se
etiquetaron los tubos controles y los tubos de las muestras, y se colocaron en el
termociclador. Se emplearon condiciones de PCR estandar, con una desnaturalizacién de
3 min a 94 °C seguida de 35 ciclos de amplificacion (94 °C durante 45 seg, 55 °C durante
45 seg, y 72 °C durante 1 min), finalizando con una elongacion de 72°C durante 7 min.
Para la PCR anidada, se utilizaron para el gen SSU rRNA: el iniciador F2 (5'-
GGAAGGGTTGTATTTATTAGA TAAAG-3) y el iniciador R2 (5-
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3), obteniendo un amplicon de 826 a 864 pb
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(Xiaoy col., 1999); y para el gen GP60: el iniciador F2 (5-TCCGCTGTATTCTCAGCC-
3") yeliniciador R2 (5-GCAGAGGAACCAGCATC-3"), obteniendo un amplicon de 899
pb (Alves y col., 2003)|.

Secuenciacion

La identificacion de los genotipos y subtipos de familias de Cryptosporidium se realiz
secuenciando los productos de PCR anidado de ambos genes (SSU rRNA, y GP60),
mediante 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, en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de
ADN del Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM).

Generacioén de Proteinas Recombinantes

Deteccion de Ooquistes de C. parvum y C. hominis

Se tomaron muestras fecales de nifios en Hermosillo, Sonora, México. Los ooquistes de
C. parvum se detectaron mediante el método modificado de Ziehl-Neelsen (ZNM)
(Henriksen e Pohlenz, 1981). Los ooquistes se tifieron de rosa sobre un fondo verde palido
y aparecen como pequefios discos con un diametro de 4-6 um, pero el grado y la
proporcion de la tincidn varian con los ooquistes individuales. Se obtuvieron los ooquistes
de C. parvum del aislado S38 y de C. hominis del aislado S37 con criptosporidiosis en
Hermosillo, Sonora, previamente caracterizados molecularmente (Urrea-Quezada y col.,
2017).

Aislamiento de ADN y Amplificacion del Gen GP15 y GP40

Se aislé el ADN gendmico de C. parvumy C. hominis mediante ZR Fecal DNA MiniPrep
Extraction Kit (Zymo Research Corp., Irvine, CA) de los aislados seleccionados. EI ADN

gendmico se utiliz6 como molde en la amplificacion de la reaccion en cadena de la
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polimerasa (PCR) con los cebadores especificos (Tabla 1V), a partir de la secuencia
nucleotidica consenso (Figura 5) que disefiaron la base en la region sintética de 15 kDa de
proteina del gen gp60/15 y la regién de 40 kDa de la proteina del gen gp60/40 (Alves y
col., 2003). La caracterizacion molecular se realizé mediante el analisis de las secuencias
de los productos de PCR para el gen Gp15 (amplicon de 307 pb) y Gp40 (amplicén de
532 pbh).

Clonaciéon v Expresion de la Proteina Recombinante rCpGP15, rChGP40 vy
rCpGP40 en E. coli

Se seleccion6 el ADN genoémico del gen gp15 de C. parvum aislado S38 y se clono en el
vector pET100/D-TOPO (Champion ™ pET Directional TOPO® Expression Kits,
Invitrogen) (Figura 6) de acuerdo con las instrucciones del manual. La construccion
(pPET100-Cpgp15) se verificd por secuenciacion para la exactitud, los clones exitosos se
purificaron usando el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Fisher Scientific Inc.). El
plasmido asi generado (pET100-Cpgpl5) se transformd en células competentes de E. coli
Rosetta (DE3) pLysS y luego se cultivo en agar Luria Bertani (LB) que contenia ampicili
na. Los clones positivos se selecciona por PCR de colonia en medio sdlido usando los
cebadores T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3) y T7 reverso (5-
TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3'). El plasmido recombinante se cultivd en medio
liquido LB, se incub6 a 37 °C y 220 g en una incubadora MAX Q 4000 Benchtop Orbital
Shaker (Thermo Fisher Scientific). Se afiadieron aproximadamente 5 mL de los clones
cultivados durante la noche a 100 mL de caldo LB. Después de que la densidad Optica
(OD) alcanz6 un valor de 0,6 a una longitud de onda de 600 nm (para obtener la tasa de
crecimiento bacteriano), se afiadio el promotor de induccion IPTG (Isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranosido) a una concentracion de 1 mM al medio de cultivo, se incub6 a 37°C

y 220 g durante 16 horas.
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Tabla IV. Iniciadores disefiados para la produccién de las proteinas recombinantes de
15y 40 kDa del gen GP60

Iniciador Secuencia Amplicon

gp15F 5"-CACCCGCGGATCCGAAACCAGTGAAGCTGCTGC-3

307 bp
gp15R 5 -CGAATAAGGCTGCAAAGATTGC-3
gp40F 5 -CACCTTACTCTCCGTTATAGTCTCCGCTG-3"

532 bp
gp40R 5-TAACTGTATTATCACTCTTTTCG-3
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ATGAGATTGTCGCTCATTATCGTATTACTCTCCGTTATAGTCTCCGCTGTATTCTCAGCCCCAGCCGTT
CCACTCAGAGGAACTTTAAAGGATGTTCCTGTTGAGGGCTCATCATCGTCATCGTCATCGTCATCATCAT
CATCATCATCATCATCATCATCATCATCATCAACATCAACCGTCGCACCAGCAAATAAGGCAAGAACTG
GAGAAGACGCAGAAGGCAGTCAAGATTCTAGTGGTACTGAAGCTTCTGGTAGCCAGGGTTCTGAAGAG
GAAGGTAGTGAAGACGATGGCCAAACTAGTGCTGCTTCCCAACCCACTACTCCAGCTCAAAGTGAAGGC
GCAACTACCGAAACCATAGAAGCTACTCCAAAAGAAGAATGCGGCACTTCATTTGTAATGTGGTTCGGA
GAAGGTACCCCAGCTGCGACATTGAAGTGTGGTGCCTACACTATCGTCTATGCACCTATAAAAGACCAA
ACAGATCCCGCACCAAGATATATCTCTGGTGAAGTTACATCTGTAACCTTTGAAAAGAGTGATAATACA
GTTAAAATCAAGGTTAACGGTCAGGATTTCAGCACTCTCTCTGCTAATTCAAGTAGTCCAACTGAAAAT
GGCGGATCTGCGGGTCAGGCTTCATCAAGATCAAGAAGATCACTCTCAGAGGAAACCAGTGAAGCTGCT
GCAACCGTCGATTTGTTTGCCTTTACCCTTGATGGTGGTAAAAGAATTGAAGTGGCTGTACCAAACGTCG
AAGATGCATCTAAAAGAGACAAGTACAGTTTGGTTGCAGACGATAAACCTTTCTATACCGGCGCAAACA
GCGGCACTACCAATGGTGTCTACAGGTTGAATGAGAACGGAGACTTGGTTGATAAGGACAACACAGTTC
TTTTGAAGGATGCTGGTTCCTCTGCTTTTGGACTCAGATACATCGTTCCTTCCGTTTTTGCAATCTTTGCA
GCCTTATTCGTGTTGTAA

Figura 5. Secuencia nucleotidica de la proteina S60 de Cryptosporidium parvum. Genes
de glicoproteina gp40 (negrita y subrayado) y glicoproteina gp15 (subrayado) (Genbank:
AF203016).
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Figura 6. Mapa del vector pET100-TOPO.

Fuente: Manual Champion ™ pET Directional TOPO® Expression Kits, Invitrogen.
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Las muestras tomadas antes y después de la induccién con IPTG se sometieron a
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones de desnaturalizacion usando
un marcador de peso molecular (Precision Plus Protein ™, Bio-Rad Laboratories, Inc.)
(Dwr., 2001; Lan Dtb, 2014). Se sigui6 el mismo procedimiento para el gen gp40 de C.
parvum del aislado S38 y el gen gp40 de C. hominis del aislado S37.

Western Blot

Después de la expresion de la proteina recombinante rCpGP15 en E. coli, los extractos
celulares se transfirieron a un papel de nitrocelulosa usando transferencia de Western blot
(Bio-Rad; Mini Protein) y tampon de transferencia. El papel de nitrocelulosa se bloqued
utilizando tampdn de fosfato salino (PBS) que contenia 5% de leche (Marca Svelty Total
Move, presentacion en polvo) durante 16 horas a 4 °C. Después de tres lavados con
tampon PBS/Tween 20, la muestra se incub6 a 37 °C/200 rpm con el anticuerpo conjugado
anti-His (Abcam) en una dilucion de 1:2000 por 2 h. Después de tres lavados con tampdn
PBS/Tween 20, se uso el sustrato de fosfatasa alcalina (SIGMAFAST ™ BCIP® / NBT,
Sigma-Aldrich Co.) para la deteccion. Después de la interaccion de conjugacion del
sustrato y la aparicion de la banda de proteina en papel de nitrocelulosa, la reaccién se

detuvo usando agua miliQ.

Purificacion de Proteinas

La proteina recombinante CpGP15 se purifico mediante una columna HisTrap™ FF (1
mL) (GE Healthcare Life Sciences) mediante cromatografia de afinidad de iones
metalicos inmovilizados (IMAC) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
restos celulares obtenidos por centrifugacion de 2 L se lavaron con PBS, pH 7,2. El
sedimento se resuspendié en tampdn A (fosfato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 500
mM, imidazol 40 mM, a pH 7,4). Las células bacterianas se lisaron mediante sonicacion
discontinua (pulso de 10 seg/15% amplitud/hielo)(Branson Sonifier®). Los restos
celulares se aclararon por centrifugacion a 11,000 g durante 30 min a 4°C y el
sobrenadante se cargd en una columna equilibrada HisTrap de 1 mL conectada a un
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purificador AKTA (GE Healthcare). La columna se lavo con 10 mL de tampén B (fosfato
de sodio 20 mM, cloruro de sodio 500 mM, imidazol 500 mM, a pH 7,4) y la proteina se
eluyd usando un gradiente de imidazol 500 mM, con una tasa de flujo de 1 mL/min. Las
fracciones que contenian la proteina recombinante CpGP15 se combinaron y desalaron
utilizando una columna PD-10 (GE Healthcare Life Sciences™). La proteina eluida se
desnaturalizé para electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. La concentracion de la
proteina expresada se determind mediante el método de Bradford, utilizando albumina de
suero bovino (BSA) como estandar (Bradford, 1976; O'connor y col., 2003).

ELISA

Una vez generada la proteina recombinante se consider6 para el ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) como se describio por el método de Priest
(Priest y col., 2005), donde se usé suero humano con proteina recombinante CpGP15. Se
usaron las muestras de suero de los pacientes con criptosporidiosis con los diferentes
genotipos infectantes: C. parvum, C. hominis y C. canis de pacientes de Hermosillo,
previamente identificados por analisis de PCR-RFLP del gen SSU rRNA y secuenciacién
de ADN del gen gp60 (Gonzalez-Diaz y col., 2016; Urrea-Quezada y col., 2017). Para
Ilevar a cabo este ensayo se anclaron 0,5 ug de proteina recombinante CpGP15 a los pozos
de laplaca de ELISA, se incubd a4 °C por 16 h, con agitacion lenta y constante, en cAmara
himeda. Después de tres lavados con tampdn PBS/Tween 20, se bloqued con 5% de leche
en PBS-Tween 20 y se incubd por 4 h a temperatura ambiente y agitacion constante. Se
realizaron tres lavados con tampon PBS/Tween 20, y se agregd el suero (anticuerpo
primario) de los casos y los controles en una dilucion 1:100 por 1 h en agitacion constante.
Después de tres lavados con tampon PBS/Tween 20, se agregé el anticuerpo anti 1gG-
humana con peroxidasa en una dilucién 1:1000 por 1 h a temperatura ambiente. Seguido
se agrego el sustrato TMB (tetrametil-bencidina) (Thermo Scientific™) por 5 min a
temperatura ambiente en la oscuridad. Finalmente, se agregé H.SO4 1M para detener la
reaccion. La absorbancia se midi6 a 450 nm en un lector de microplacas para absorbancia
(IMARK, BIO-RAD).
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Andlisis Estadistico

El andlisis descriptivo y analitico de las variables incluidas en el estudio se llevd a cabo

mediante el Programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 20) y GraphPad
Prism.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sujetos de Estudio y Tamafio de Muestra

Se incluyeron 39 casos y 47 controles; los cuales se reclutaron tanto del Hospital Infantil
del Estado de Sonora (HIES) y en el Centro Médico “Dr. Ignacio Chavez” (CMDICH)
(Tabla V).

El grupo de casos estuvo conformado por 39 infantes, menores de 10 afios (51%
del género masculino). EI 92% de ellos (36/39) fueron reclutados del Hospital Infantil del
Estado de Sonora (HIES); el diagnéstico de ingreso mas frecuente en ellos fue la
gastroenteritis aguda (GEA), desnutricién y deshidratacion; sin embargo, se presentaron
tres casos cuyo diagnostico de ingreso era ajeno al trastorno gastrointestinal: otitis aguda,
tuberculosis pulmonar y bronquiolitis. EI 8% de ellos (3/39) fueron reclutados del Centro
Médico “Dr. Ignacio Chavez” (CMDICH); el diagnostico de ingreso en cada uno de ellos
fue diferente, un caso acudié al médico por revision general, otro por gastroenteritis aguda
(GEA) y el altimo por infeccidon de vias urinarias (IVU).

El grupo control fue conformado por 47 sujetos, el 47% fueron del género
femenino. Dieciséis de ellos fueron reclutados del Servicio de Infectologia del HIES,
contaban de 1 mes a 13 afios de edad; todos ellos con diagndstico de ingreso de diversas
infecciones: neumonia (10/16), GEA (3/16), anemia (1/16), candidiasis (1/16) y sepsis
(1/16). Treinta y uno de los controles se reclutaron del CMDICH (1-65 afios), no se

determind el diagndstico de ingreso en ninguno de ellos.

Identificacion del Genotipo Infectante de Cryptosporidium spp.

En este estudio se caracterizaron los aislados de pacientes en los cuales se detectaron
ooquistes de Cryptosporidium por microscopia en muestras de heces tefiidas por el

método de Kinyoun (Ziehl-Neelsen modificado).

44



Tabla V. Distribucion de casos y controles por hospital de origen.

N Sexo
Casos 39 F M
CMDICH 4 (10%) 2 (5%) 2 (5%)
HIES 35 (90%) 17 (44%) 18 (46%)
Controles 47 F M
CMDICH 32 (68%) 16 (34%) 16 (34%)
HIES 15 (32%) 6 (13%) 9 (19%)

N: nimero de muestra; F: femenino; M: masculino; HIES: Hospital Infantil del Estado de Sonora;

CMDICH: Centro Médico “Dr. Ignacio Chavez”.

45



Se obtuvieron 39 muestras de heces positivas mediante la tincion de Kinyoun para
ooquistes de Cryptosporidium spp.; mediante la secuenciacion de los productos de la PCR
anidada del gen SSU rRNA de Cryptosporidium se logré determinar el genotipo/especie
infectante para cada caso, siendo C. parvum el que se identificd en mayor frecuencia (62%,
24/39), seguido de C. hominis (33%, 13/39) y C. canis (5%, 2/39). Se incluyeron 2
controles previamente caracterizados como C. parvum (Genbank: KY990912) y C.
hominis (Genbank: KY990911) (Urrea-Quezada y col., 2017).

Cryptosporidium hominis y C. parvum son las especies cominmente identificadas
en humanos (Ryan e Power, 2012); sin embargo, la distribucién de ambas especies en
humanos difiere dependiendo del area geografica (Agholi y col., 2013). En el Medio
Oriente, C. parvum es mas predominante en humanos (Sokolova y col., 2012;
Swierczewski y col., 2012); en otras partes del mundo como en el norte de América y en
paises en vias de desarrollo, C. hominis es mas frecuente (Agholi y col., 2013; De La Fé
Rodriguez y col., 2013). En México, se reportaron 12 casos de criptosporidiosis en los
cuales se identifico con mayor frecuencia a C. hominis (10/12); estos casos provenian del
centro y del noroeste del pais (Valenzuela y col., 2014). En un estudio posterior en el
noroeste de México, la proporcion de C. hominis y C. parvum fue diferente, ya que de 32
casos de criptosporidiosis, se identificé en mayor proporcion a C. parvum (59%) que a C.
hominis (41%) (Urrea-Quezada y col., 2017). Determinar la distribucién de las especies
en las diversas areas geograficas es importante ya que podria relacionarse con las formas

de transmision (zoonotica o antroponética) (Agholi y col., 2013).

En este estudio, todos los casos de C. parvum (n=24) tenian GEA, dénde la diarrea
es el sintoma principal, también se refirieron otros sintomas como nauseas, dolor de
cabeza, deshidratacion y flatulencias; la mayoria de los pacientes en los que se identifico
C. hominis (n=13) presentaron diarrea, solo 3/13 casos presentaron sintomas no
intestinales como conjuntivitis, neumonia y sinusitis. Este hecho difiere un poco a lo
reportado por Cama y col., donde C. hominis se asocio con sintomas no intestinales y C.
parvum solo se asoci6 a diarrea (Cama y col., 2008). Los dos casos identificados de C.

canis en este estudio fueron de nifios de dos afios de edad, los cuales presentaban un cuadro
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diarreico, dolor abdominal, fiebre y en uno de ellos desnutricion grado 1l; a diferencia de
lo reportado por Cama y cols. en el 2008, sobre un estudio de 109 casos de
criptosporidiosis en nifios de Peru del 1995-1998, los cuales presentaron diarrea, malestar
general, nduseas y vomito; pero en ningun caso se reporto fiebre (Cama y col., 2008).
Existen escasos reportes de C. canis en humanos; éste parasito ha sido identificado
mayormente en perros, zorros, coyotes, lo cual hace pensar que es mas probable que el
perro sea la fuente de infeccion (Xiao y col., 2007). Sin embargo, la transmisién de
persona a persona de C. canis en los seres humanos también ha sido demostrada,
lograndose identificar este tipo de transmision en los pacientes con SIDA (Camay col.,
2006).

Generacién de Proteinas Recombinantes

El ADN gendmico obtenido a partir de las heces de uno de nuestros casos (aislado S38, el
cual resulté con C. parvum), se us6 como templado de ADN para amplificar mediante
PCR a los genes GP60 (890 pb), GP40 (532pb) y GP15 (307 pb) de C. parvum (Figura 7).
A partir del ADN genoémico obtenido de las heces de otro de nuestros casos (aislado S37,
el cual result6 con C. hominis), se usé como templado de ADN para amplificar mediante
PCR a los genes GP60 (890 pb) y GP15 (307 pb) de C. hominis (Figura 8). Los productos
de la PCR se clonaron en el vector pET100 / D-TOPO, y se analiz0 la secuencia en cada
caso; los resultados se alinearon con la secuencia nucleotidica S60 de C. parvum
(AF203016) obteniéndose un 100% de similitud (Figura 9) y la GP60 de C. hominis
(FJ861238).

La construccion pET100-GP15 y pET100-GP40 tanto para C. parvum como para
C. hominis se insertaron en las células de E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS para la expresién
de la proteina de interés. Los clones recombinantes de la cepa de E. coli Rosetta 2
transformadas se observan en la Figura 10, los cuales, resultaron del tamafio esperado.
Este tamafio corresponde al producto de amplificacion del gen insertado en el sitio de

clonacion del vector de expresion (Figura 11).
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Figura 7. Productos de PCR del gen GP40 y GP15 de C. parvum (aislado S38) y C.
hominis (aislado S37). Carril 1: marcador de pares de bases (100 pb Thermo Fisher
Scientific); carril 2: C. hominis gen GP40; carril 3: C. hominis gen GP40 purificado; carril
4: C. parvum gen GP40; carril 5: C. parvum gen GP40 purificado; carril 6: C. parvum gen

GP15; carril 7: C. parvum gen GP15 purificado.
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Figura 8. Productos de PCR del gen GP60 y GP15 de Cryptosporidium hominis. Carril 1:
marcador de pares de bases (100 pb Thermo Fisher Scientific); carril 2: Control positivo
de C. hominis gen GP60; carril 3-4: muestras sin amplificar; carril 5: amplificacion de C.
hominis gen GP15 (aislado S37); carril 6-7: muestras sin amplificar; carril 8: Control

negativo a C. hominis.
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Figura 9. Alineacion de secuencias multiples por CLUSTALW de la region del gen de la

glicoproteina S16 de NCBI (Genbank: AF203016) y el gen gp15 generado en este estudio.
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Figura 10. Placas de agar LB-AMP mostrando colonias de E. coli Rosetta 2 transformadas
con la construccion del vector pET100-CpGP15. A) Control de expresion positivo:
colonias de E. coli TOP10 con el vector que contiene el gen lacZ; B) Colonias de E. coli
TOP10 transformadas con el vector pET100-CpGP15; C) Colonias de E. coli TOP10
transformadas con el vector pET100-CpGP40; D) Colonias de E. coli TOP10
transformadas con el vector pET100-ChGP40.
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Figura 11. Deteccion de clones recombinantes. Analisis realizado mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1.2%. Carril 1. marcador de pares de bases (100 pb Thermo Fisher
Scientific); Carril 2, 6, 8, 9 y 10: Clones recombinantes (C1, C5, C7, C8, C9) de la cepa

Rosetta 2; Carril 11: Control negativo.
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Posteriormente se realizd la sobreexpresion de la proteina recombinante, y para
ello fue necesario probar con diferentes temperaturas, optando por inducir a 25 °C con
IPTG para evitar la formacion de cuerpos de inclusion (Makrides, 1996); sin embrago, en
la fraccion insoluble se formaron los cuerpos de inclusion, por lo que elegimos la fraccion

soluble para continuar con la purificacion.

Se esperaba que la expresion de la glicoproteina gpl5 (C. parvum/C. hominis)
resultara de aproximadamente 18 kDa (16 kDa de la proteina Cpgpl5 y ~3 kDa del
fragmento N-terminal polihistidinas 6xHis); sin embargo, los resultados de SDS-PAGE
(Figura 12) y Western blot, mostraron una banda con un peso molecular aproximado de
22 kDa y 18 kDa respectivamente. Priest y col, obtuvieron resultados similares, una
glicoproteina con un peso molecular aproximado de 22 kDa para la gp15 de C. parvum
(Priest y col., 1999; Wang y col., 2009).

Para la expresion de la glicoproteina gp40 (C. parvum y C. hominis) esperdbamos
un resultado de aproximadamente 37 kDa (34 kDa de la proteina Cpgp40 y ~3 kDa del
fragmento N-terminal polihistidinas 6xHis); tanto los resultados de SDS-PAGE (Figura
13) y Western blot (WB) (Figura 14) mostraron una banda con un peso molecular

aproximado de 37 kDa.

El lisado de células de E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS inducidas que contenian los
constructos para cada especie (pET-100/gpl5, pET-100/gp40) se purificaron mediante
IMAC; en la Figura 15, se muestra la banda de proteina de 18 kDa para C. parvum (no se
visualiz6 la banda de gp15 de C. hominis). Mediante el analisis de Western blot, se mostro
una banda de 37 kDa caracteristica de la glicoproteina de 40 kDa para C. parvum (Figura
16) y para C. hominis (Figura 17). De las 4 proteinas recombinantes se logré generar 3 de
ellas; a las cuales se determind su concentracion mediante el método de Bradford:
Cpgp40: 124.8 pg/mL, Chgp40: 34.8 ng/mL, Cpgpl5: 390 ug/mL.
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Figura 12. Induccion de la expresion de la proteina recombinante rCpgpl5. Gel SDS-
PAGE al 12%, tefiido con azul de Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular
(Precision Plus Protein™ All Blue); Carril 2: muestra soluble sin inducir; Carril 3-5:
muestras solubles inducidas a diferentes concentraciones de IPTG (0.2 mM, 6 mM, 1mM),
16 h; Carril 6: muestra insoluble sin inducir; Carril 7-9: muestras insolubles inducidas a
diferentes concentraciones de IPTG (0.2 mM, 6 mM, 1mM), 16 h.
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ChGP40
Marcador

CpGP40
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(kDa) No T24  No T24 No T24  No T24
Inducido 0.6 mM Inducido 0.6 mM Inducido 0.6 mM Inducido 0.6 mM

7 8

25 e

Figura 13. Sobreexpresion de las proteinas recombinantes rChgp40 y rCpgp40 en la cepa
Rosetta 2 (DE3) pLysS. Gel SDS-PAGE al 12%, tefiido con azul de Coomassie. Carril 1:
marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™ All Blue); Carril 2: muestra
rChgp40 soluble sin inducir; Carril 3: muestra rChgp40 soluble inducida (IPTG 0.6 mM),
24 h; Carril 4: muestra rChgp40 insoluble sin inducir; Carril 5: muestra rChgp40 insoluble
inducida (IPTG 0.6 mM), 24 h; Carril 6: muestra rCpgp40 soluble sin inducir; Carril 7:
muestra rCpgp40 soluble inducida (IPTG 0.6 mM), 24 h; Carril 8: muestra rCpgp40
insoluble sin inducir; Carril 9: muestra rChgp40 insoluble inducida (IPTG 0.6 mM), 24 h.
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Figura 14. Deteccién de la sobreexpresion de las proteinas recombinantes rChgp40 y
rCpgp40 en la cepa Rosetta 2 (DE3) pLysS por Western blot. La inmunodeteccion se llevo
a cabo con anticuerpos anti 6xHis conjugado acoplados a fosfatasa alcalina. Carril 1:

marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™ All Blue).
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Figura 15. Inmunodeteccion de la proteina recombinante rCpgp15 en la cepa Rosetta 2
(DE3) pLysS. Carril 1: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™ All Blue);
Carril 2: control positivo; Carril 3, 4 y 6: fracciones purificadas sobreexpresando la
proteina rCpgpl5.
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Molecular
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Figura 16. Inmunodeteccion de la proteina recombinante rCpgp40 en la cepa Rosetta 2
(DE3) pLysS. Carril 1: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™ All Blue);
Carril 2: control positivo; Carril 4, 5 y 6: fracciones purificadas sobreexpresando la

proteina rCpgp40.
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Figura 17. Inmunodeteccion de la proteina recombinante rChgp40 en la cepa Rosetta 2
(DE3) pLysS. Carril 1: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™ All Blue);
Carril 2: control positivo; Carril 4, 5 y 6: fracciones purificadas sobreexpresando la
proteina rChgp40.

59



Los antigenos de superficie y de la regién apical de Cryptosporidium, como cp23,
gp900, gpl5, gp40/15, gp40 y CSL, estdn involucrados en el proceso de adhesion e
invasion del esporozoito del parasito a las células diana. Este es un paso vital para inducir
la infeccidn por este paréasito (Liu y col., 2010; Allison y col., 2011). Varios estudios han
demostrado que los antigenos parasitarios y las proteinas recombinantes de parésitos
inmunogénicos pueden identificarse por anticuerpos de suero humano y de otros animales
infectados. Estos antigenos y proteinas se consideran candidatos prometedores para el
desarrollo de vacunas y el diagndéstico de infeccion (Allison y col., 2011). Algunos de
ellos son glicoproteinas de mucina, que desempefian un papel importante en la produccion
de la respuesta inmune del huésped contra la infeccion. La mejor glucoproteina de tipo
mucina es el antigeno gp40/15 o gp60, que Se expresa COMO UN precursor y se puede
romper en dos proteinas: gp40 y gpl5. Estas proteinas son inmunogeénicas y el uso de
anticuerpos contra ellas puede controlar la infeccion y prevenir la infeccion por
Cryptosporidium. Estas proteinas pueden detectarse en el suero de pacientes infectados
(Cevallos y col., 2000). Algunos estudios han considerado la clonacion y expresion de

antigenos de Cryptosporidium, especialmente el antigeno gp40/15.

Cevallos y col., evaluaron la expresion del gen gp40/15 en células procariotas
(Cevallos y col., 2000) y después de la secuenciacion de genes demostraron que tenia 981
pb de longitud. Utilizaron el vector PET-32 LIC/Xa para la clonacion de genes y lo
transfirieron a E. coli AD494. Descubrieron que su peso molecular era de unos 49 kDa.
Debido al proceso de glicosilacién, el peso molecular de la proteina gp40/15 generada en
el parésito fue de aproximadamente 55 a 60 kDa, sin embargo, el peso molecular de las
glicoproteinas gp15 y gp40 fue de alrededor de 15 y 45 kDa, respectivamente. Debido a
la falta de glicosilacion en células procariéticas y un pequefio numero de nucle6tidos
seleccionados, asi como al tipo de vector, el peso molecular de la proteina expresada oscild
entre 40 y 49 kDa (Cevallos y col., 2000). Strong y col. cree que la gp40/15 tiene
aproximadamente 330 aminoacidos con un peso molecular de 34 kDa (Strong, y col.,
2000).
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Mostraron que el andamiaje principal del antigeno esta formado por las proteinas
gp15y gp40, con un peso molecular de 11y 20 kDa, respectivamente. Sin embargo, estos
pesos moleculares son diferentes del peso molecular de las proteinas expresadas en el
parasito debido a la gran cantidad de mucina, serinay treonina, asi como a la glicosilacién
en sitios antigénicos que aumentan el peso molecular de la proteina en el ciclo de vida

intracelular (Strong y col., 2000).

La diferencia en el peso molecular de la proteina expresada entre nuestro estudio
y de Cevallos y col. puede relacionarse con el tipo de vector usado, el nimero de bases
seleccionadas y el tipo de bacteria. Este estudio mostré que los genes gpl15 y gp40 de
Cryptosporidium fueron clonados exitosamente en el vector pET100/D- TOPO vy las

proteinas recombinantes fueron expresadas en la bacteria de E. coli.

Determinacion de Anticuerpos anti-Cryptosporidium

1gG Sérica anti-rCpgp15

Los resultados del anélisis inmunoenzimatico se presentan en la Figura 18-A, en este
analisis la linea de corte del estudio, la cual corresponde a la media de la densidad 6ptica
(DO) de las muestras de los controles negativos (n=5), que resultaron con un menor
reconocimiento para todos los antigenos probados (rCpgp15, rCpgp40 y rChgp40) méas
dos desviaciones estandar fue de 0.226. En esta figura se aprecia una uniformidad en la
forma en que se distribuyen los valores de DO del grupo control, aunque el 57% (27/47)
de individuos presentaron niveles de DO por arriba de la linea de corte. EI 56% (22/39)
de los casos estan por encima de la linea de corte. Para esta proteina recombinante
(rCpgpl5) no existio diferencia estadisticamente significativa (U de Mann-

Whitney=846.5, p=0.544) en el reconocimiento entre casos y controles.

61



A) rCpGP15 B) rCpGP40

0.8
£ [ — p =0.544 £ p=0.529
c 0.6- oy - c
§ ' o [ 2
sop <
o Sge .. ©
S 04] o 2
c
P ©
2 o
kS :
2 0.2 ® A M 2 ¥
< g ] Ai 2
0.0 T T T T T
o? &2 i & @
@‘) & & & &
& Nl @ G
& b bz'
\6 Q'b
o°& ¥
lgG anti-Cryptosporidium IgG anti-Cryptosporidium
C) rChGP40
109 —F
£ . *p =0.029
€ os{ _** -
o .,
g L] |
w 061 g% u
)
=
g M-f .
s "
3 of oo WA &
0.0 T T T T
o? & o &
& & & S
® & @
& 2
o <2
\y N
o°°\ v

IgG anti-Cryptosporidium

Figura 18. Niveles séricos de anticuerpos IgG anti-Cryptosporidium entre los casos
infectados y controles no infectados del estudio utilizando las proteinas recombinantes
rCpgpl5, rCpgp40 y rChgp40. A) rCpgpl5 inmunoensayo con linea de cohorte 0.226; B)
rCpgp40 inmunoensayo con linea de cohorte 0.279; C) rChgp40 inmunoensayo con linea
de cohorte 0.336.
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1gG Sérica anti-rCpgp40

Para esta proteina recombinante (rCpgp40) no existi6 diferencia estadisticamente
significativa (U de Mann-Whitney=844, p=0.529) en el reconocimiento entre casos y
controles; lo cual se aprecia en la Figura 18-B, donde se muestra que un alto porcentaje
de casos (79%, 31/39) como controles (83%, 39/47) estan por encima de la linea de corte
(0.279).

1gG Sérica anti-rChgp40

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 18-C, en la cual se aprecia que los
pacientes con criptosporidiosis presentaron un mayor reconocimiento (90% 35/39 por
arriba de la linea de corte) de la rChgp40, comparados con el grupo control (72%, 34/47);
presentando diferencia estadisticamente significativa (U de Mann-Whitney=865,

p=0.029) en el reconocimiento de la misma.

1gG Sérica anti-rCpgp15, anti-rCpgp40 y anti-rChgp40

Se llevé a cabo el analisis estadistico para conocer si existian diferencias estadisticamente
significativas entre las edades de los controles sin criptosporidiosis (Figura 19), este

estudio demostré que no existen diferencias estadisticamente significativas.

Se realizé el andlisis U-Mann Whitney para comparar las medias de la densidad 6ptica
(DO) de los casos de criptosporidiosis (especie/genotipo infectante) y las diferentes
proteinas recombinantes (rCpgpl5, rCpgp40 y rChgp40) (Figura 20), observandose sola
mente una diferencia estadisticamente significativa para la proteina recombinante
rCpgp40 (p=0.01), quien puede distinguir entre la especie/genotipo infectante de C.

parvum y C. hominis.

Los resultados de ELISA a una longitud de onda de 450 nm mostraron que las
proteinas recombinantes generadas en este estudio fueron identificadas por el suero de los

pacientes con criptosporidiosis que tenian anticuerpos contra C. parvum o C. hominis.

63



Absorbancia 450 nm
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Figura 19. Niveles séricos de anticuerpos IgG anti-Cryptosporidium entre los controles

no infectados del estudio utilizando las proteinas recombinantes rCpgp15, rCpgp40 vy
rChgp40.
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Figura 20. Niveles séricos de anticuerpos IgG anti-Cryptosporidium entre los genotipos
infectantes (C. parvum y C. hominis) y las proteinas recombinantes rCpgpl5, rCpgp40 y
rChgp40 de los casos de criptosporidiosis del estudio.
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El andlisis indicd que el suero identificd los epitopos antigénicos de las proteinas
recombinantes rCpgpl5, rCpgp40 y rChgp40 y que reaccionaron con él; esto puede
indicar la inmunogenicidad de la proteina. Este resultado también es consistente con los
resultados de otros investigadores basados en las respuestas inmunitarias creadas por el
antigeno gp60 (gp40/15) o las glicoproteinas gp40 y gpl5 (O’Connor y col., 2003;
O’Connor y col., 2007; Borad y col., 2010; Sobati y col., 2017).

Este estudio mostré que los genes gpl5 y gp40 de Cryptosporidium fueron
clonados exitosamente en el vector pET100/D-TOPO y que las proteinas recombinantes
fueron expresadas en la bacteria de E. coli. Por lo tanto, es un paso importante para
detectar y combatir a Cryptosporidium en el control de infecciones por parasitos.
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CONCLUSIONES

La caracterizacion molecular del genotipo infectante demostré la presencia de C. parvum,

C. hominis y C. canis en el noroeste de México.

El disefio del gen CpGP15, ChGP40 y CpGP40, las condiciones de clonacion en el vector
pET100/D-TOPO vy la expresion en sistema de procariota permitié la produccion de las
proteinas recombinantes rCpGP15, rChGP40 y rCpGP40 de forma soluble.

Se detectaron anticuerpos anti-Cryptosporidium contra los sueros humanos de individuos
infectados y no infectados, sin embargo, fue posible determinar un aumento
estadisticamente significativo de la reactividad para la proteina recombinantes rChGP40

entre los casos y los controles.

Las proteinas recombinantes rCpGP15 y rCpGP40 no fueron reconocidas significativa-
mente por sueros humanos de individuos infectados en comparacion con el grupo no

infectado en este estudio.
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RECOMENDACIONES

Realizar la busqueda del paréasito Cryptosporidium en las muestras de materia fecal de los
nifios y adultos con diarrea 0 GEA, donde se lleve a cabo la identificacion de las
especies/genotipos de Cryptosporidium por medio de métodos moleculares, para
establecer cuéles estdn implicadas en transmisiones zoonoéticas y asi llegar a un contexto
mas claro y amplio, sobre la implicacion de este patdgeno en problemas tanto de salud

publica como de salud animal.

Generar la proteina recombinante rChGP15, modificando las condiciones de expresion en
la bacteria E. coli, para comparar los resultados de la respuesta humoral (IgG) de los casos

y controles de este estudio.

Modificar las condiciones de expresion en el sistema empleado para aumentar la
produccién soluble de las proteinas recombinantes rCpGP15, rChGP40 y rCpGP40; y

evaluar la inmunogenicidad de las proteinas.

Realizar campafias de salud publica para concientizar a la comunidad sobre la importancia

de la criptosporidiosis como un problema de implicacion zoonotica.
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CRYPTOSPORIDILIM CANIS IN TWO MEXICAN
TODDLERS

Mariana Gonzilez-Diaz, MSc,*
Alejandrn Urrea-Ouezada, MSc,* Isaac Villegas-Gamez, MSc,*
Maria Drazo, MSc, T Adriana Gartbay-Escobar. PRI, *

Jesiis Herndndez, DVM, PRD,} Likua Xiao, DVM, PhD.§
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Abstract: Crypiorporidiom canly is reporied for the first time in 2 ind-
dlers in Northwestern Mexice. The 2 toddlers (33 and 34 months old) wers
symplomatic 2 disgnosis, presenting diamrhea and fever, and 1 @se pre-
sented chronic malmetrition. Both toddlers were HVonegative. C conir was
identified by Srol and Frpl restriction exeyme digsstion of the 185 rRMNA
paolymenase chain reaction products and confirmed by saquence amalysis.

Kiey Words: Cryptmponidiem . genotype, diarthes, inddlers, children, Mexioo
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rAFtesporidinm 15 a zeonobic protoroan parasite that infects
mary ammal species. In humans, 1 can camse acube or chrons:
dmarhea and even death in immumecompromised patients. Pamsite
transmussicon ocours by the fecal-oral route.”
Recent epidemiclomic amd molecular studies have shown

hdupnﬂmmprmﬁnﬁcﬂduﬂ!ﬂjmpmmﬁm

sporidinm muriv, ore sometimes found m humans, especially
-ﬂ:v:l-up'lg ocouniries.!

CASE REPORT

This study was registered in the Secretanat of Health of
Sonorm State (Mo, 196) and was approved by the Ethscs Commsties
af the Hospital Infantil del Estado de Sonora {HIES) and the Centro
Medico Dr. Igmacio Chavez (CMIMCH) (CEI-F9-2015). Informed
consent was obtained from the patient’s parents or guardians.

Thas study descmibes 2 cases m 2-year-old
toddlers; one was treated at the HIES, and the other was treated
at the CMINCH. The first patient (S22) was 33 months old, lived
1m Caborca, Sonora, Mexico, and recerved an imoal diagmosis of
grade [I malnuintion and chrone diarrhea. The frst symptoms
appeared at & months of age and mcluded hyporexm. Patsent 522
presented with dizrrhen & months laber (14 months old), requnmg
hospitaliation for 3 days, and showed the following chamcteristics:
semiliqmd stools mainly coournmg immediately postprandial and
nﬂ.ﬁnﬂmunﬂ“ﬂuﬂ.mlﬂpzlmli—mﬁp and no weight
man. Patient 527 was treated with multrvitamms, ol rebydration
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solution, ampicillin and amikzcin for 2 days. At 33 months of age,
pabient 322 extobuted diarrhea with sipals 7 times per day
{withowt mucus and blood), had a fever of 38_5°C and was hospsial-
1zed duning the stedy. Laboratory studies for viral (HI'V, hepanns
B wirus, hepatitis C viras and rotavirus) infections were negative,
amd other tests such as complete blood coant, unnalysis and hepatsc
amalysis were normal. Stocl analyss was negative for amoeba.

The second patsent (525) was 34 months old, ived in Her-
maosillo, Sonom, Mexico, had ne mibal degnosis, and was reated
at a CMIICH because of diarrhea without muces and blood. The
patient presented with upper abdomen pam, fever and vonmitmg
{4 times). The toddler was treated with for 1 day with butylscopala-
mune, paracetame] and mechzme with pymdoxine, before crypto-
spordsoss disgmosis. Afer Cryplosporidinm detection, pabent 525
was treabed with tmmethopnm—salfamethozazole (144mg) each
12 hours for 5 days, parscetnmol, and alummem bydroxsde plus
dmmethicone.

Ome stool sample from each patient was sent to the Parsi-
tology Laboratory of the Department of Chemical and Biological
Sciences af the Universidad de Sonom for exsmination for Crypio-
sporidium spp. using Kinyoun stammg ? The diagnosis of crypio-
spondioms was dome whien toddlers were 33 and 34 months old
respectrvely.

DNA extraction from siool samples was performed with 2
ZR Fecal DMA Extraction Kt (Zymo Research Corp.,
Irvine, CA), and the DNA was stored at —20°C. Mested paly-
merase cham wn (PCR) analysmis of the 185 tRNA gene of
Crypiosporidinm was performed as descnbed”® producing a £26-
to Bfd-bp amplicon (Fig. 1) Positive comtrols of C pervum and
. hominis from patients in Mexico were incloded m cach PCR
amalyms. Restriction frmgment length polymorphism (RFLF) analy-
s1s of the secondary PCR. products with enzymes Sxpl and ¥xpl was
performed to wdentsfy Cryprasporidium species.’ Fagare 1 shows
the Sspl RFLF products from samples 522 and 525, together with
those from the C. parvum (108, 254 and 449bp) and . hominis
{111, 254 and 449bp) contrals. The bands from smples 522 and
525 were ~100, 250 and 420bp, matchmg the typical banding pai-
term of . canis?! Figare | shows the ¥Fipl RFLP products from
samples 522 and 525, together with those from the C. poram (104
and 628 bp) and . hominir (104 and 561 bp} controls. The bands
found 1 samples 522 and 525 were =100 and 630 bp, matching the
typical banding pattern of . caniz * Furthermaore, the identrfication
of . canis was confimed by sequence amalysis of the PCR prod-
ucts from the 2 samples, whach were deposited 1n GenBank wnder
accession numbers K TT40817 and KTT49818. The sequence 522
was idemtical (1008) and 525 was similar (9994) to AF112576 and
ABZ10854 obtaimed from dogs.

DISCUSSION

In Mexico, molecular charactenzatsons of cryptospondi-

IDII.I :mllm:hmﬁudﬂl}'f parvem and C. hominis m

otent amd i ised children® This
:hﬂj-ﬂ:nu'hlﬂ!:f.:lﬁnﬂmgnfﬂcmsm?tﬁlﬂh:leﬁ-
western Mexico. Tmig_lguu ln:]ifnclntfn'ru’j'plurp-niﬂm
Cryptosporidium mfection s also more severs in malnourished
mage.*

The 2 cases ientfied 1m this study presented with dmsrhea,
Mﬂmulmnﬂbﬂmdlmﬂhrmmﬂnﬁpﬂzﬂ
malmumition. Cama et al’ 1 109 crypiosp cases in
children from Pera duning 19951998 who presented with durrhea,
general malaise, nansea and vormting, bat fever was not reported in

amy case, even in 2 . conis cases.
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Almtmcke Theaim of this sty was © identify the clinical manifesiabio ns
af cnplosporidiosis and the distribution of Crypeo srordivm gp. and sub-
types in children in Sono e, Mexico, Two subltypes of © pe rvien, including
Had 15G2R 1 and oA S Gia, and 6 sublbypes of Crpposparisiom ham g,
imcluding Al RS, TaAlSES, Tha 1263, 1dA2 3, leAl 1G3TS, and a rew
sublype lnd MR, were identifial . Crypiosporid@aom os an etiologic agent
for acuie sstmoentan s is discussed.

ey Words: Crypo sosidfiom, mo lecubir clneted mtion, children, acuke
i tmen leritis, Mexia
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ypenporidim app.amn emerging pathogenic pamsites and he

sgeond most important canse of diarthea-associated death in
children younger than 5 years ghobally, onky after raavims, acoond-
iz to data frormn the Glabal Burden Discases 2015 Sudy! It is also
ong of the 4 pathogens responsible of mode mie-to-sevens diarthe
in developing countries,®

There am significant genetic variaions within the genis
Crpeosporidinm, which allw for the claracierzation of various
apecied penotypes and subiypes, Resoicton fragment length poly-
morphiam analyss of the amall subunit (§500 #BNA b5 commonly
peformed o identify Crypiogporickion speeie’genotypes DN
sequence analysis of the gere ereoding the 60-kDa glycoprotein
(GFPAT ig used to ideify aibtvpe families and aabtvpes.!”

The distribution of these genotypes and subtypes has been
reponed i be geopmphically and host dependent,® with O pe-
wigrt and O femiris Being the prirmary sulstypes ide ntifie din human
sarmnples.” In Bexion, few repors have charderizad the aibypes
of Crpwsporidivm, Cagills a al' dentificd © parman in 6%
(851260 of calves through the amplification of the 5507 sRNA
seie, Furthermom, Yalenmela et al® identified O, peesim sl
trpes (Mas 1 3G2R1 and a1 6GIRD) and O fominis aibiypes
(oA RS, TaA TSRS, hALOGE 1dALT and TeATIGET ) in 12 chik
dren ¢ 14 years old ) from northweaern and centeal Bexion,

Acule pmroenkents (AGE) is defined as decrasad con-
slsiey of feess (woft or Aud) and inemeased fegoeeney (23 in 24
hors ) of Bowsel mose mente, with or without fever or vomiting,’
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-

Camia et al® found that © bosils infaction was associabed with
other symploms such as nansea, vomiting and geoeral malaise,
in addition to diarthea. In contrast, speeies such as O parvm, O
canis, O fefs and O, melegerds were associated with only diar-
thea, However, further stdies are needed o substantiate these
aleepvations inother epide mickgic settings.”

The present stody aime d o report clinical findngs in patients
nfeciead with various O passes and O bomins subtypes n Mexion
and o deseribe the oomrrence of a new O bominis aabiype

METHODS

Staterments of Ethics

This study was regiserad in the Secraaria de Salud del
Eaado de Sonora (pooject no, 1963 and approved by the Ethics
Commities of the Hogsital nfantl del Exado de Sonora and the
Centro B dico D Ignacio Chivez (CEL-09-2015) Toforme d ¢ on-
st was alao obaped famn the parait or goardian of each patiat
after thi ohjectives ofthe smidy were clear by explained. The clinical
chamcterstics of the patient were obtined with pricr authonz-
ti i Frorm the patie s elinical fles at each hospital,

Sample Collection

Actotal of 2077 stool patient samples were ana leed and 32
(18 gidsand 14 bowes) wepe poeitive © Crposporiaia spp. They
wem 5 moiths to B years of age and mestly had gastooinke 2inal
disorders and reside inoaban am as of the stae of Sonor, Twenty-
sy children attanded Hogpiel Infantil del Estado de Sonora and
5 from Centio Médieo D, Tgnacio Chivez. The samples we e et
o the Labomtory of Pamsitolgy of the Deparamenio de Cien-
clas Quimico Bioldgeas of the Universidad de Sonom for the
micrescopic dagosis and molecular charace zation of Craplo-
gproridivm, Positive samples ware swored at 4°C for furthe am b
yas, The inclision crena of patient in the study wene positive
for Crpprogporiaian by Kinyoun stining, rale or frmale, with o
without e lini cal symptoms of AGE. The cases ineluded inthis gudy
occured during Apreil 2014 to Moveanber 2016,

DA Extraction

Dby extraction was perfommed with 1 50mg of stool samphe
using the Feeal DA MiniPrep ZR Bemoval Eit (Zyme Researc h
Corpy Trvine, CA)L aocording to the manufachre’s recommenda-
ticns after 5 Proese (—20000 and thaw (95°C) cycles, The DMA
aobtained was somed at— 2000 wintl further anal yss.

Mobkecular Characterization of Cryptosporiaium

The rolomlar characterization was performed by am e
ing the saquences of the nestad polymemse chain reaction (PCR)
prcsdiic = for the SST7ARMA pene (825864 b and the GRS pene
(BEO-D00bp). " The PCR prodocis from these 2 penetic loc wens
purified vsing Purelink PCR Purification it (Theamo Fehe
Scientific, T, Carlsbad, CA) and sequencad moan AR Genet ic
Analyzer I130 (Appliad BioSystems, Foster City, CA). The DiMA
s quences wene asas mbled vsng Chromas 2.6, and Ceyplosporid-
fume s and subitype s were identified by multiple s goenee alim-
i analyaes uging Mukip ke Sequance Alignment (CLUSTALW)
and Pasic Local Alignment Search Tool. GPAY sequenos of
Crypesporidean spp obtained in this stady were deposiied in the
CrenBank unde races ssion no, Y S0ERE-FY 99091 9.

Statistical Analysis

The 3 test was usad © assess the association (P < 0.05)
Betswzen the clinical chameteristics in the patient and the infac-
fi s genoty pe using the Epilnfo 7.2, (Cente rs for Disease Control
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