Revista de Gastroenterologia de México 2011;76(4):309-315

R
“\bf]

ELSEVIER

REVISTA DE ,
7 GASTROENTEROLOGIA  **7

pDE MEXICO

www.elsevier.es

m Articulo original

Sindrome de intestino irritable: frecuenciay
relacion filogenética de Blastocystis sp. de

pacientes mexicanos

Ramirez-Miranda ME,! Jiménez-Gonzdlez DE,' Rodriguez-
Campa ME,' Gonzdlez-Angulo A,' Herndndez-Castellanos

R,! Sara Arroyo-Escalante A,' Romero-Valdovinos M,!

1 Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzdlez, México, D. F.
2 Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad
de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México,

: : México D. F.
Martinez-Herndndez F,! Flisser A,?> Maravilla P.!
Recibido el 20 de junio de 2011; aceptado el 1 de septiembre de 2011.
m Resumen m Abstract
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Introduccion: Estudios re-
cientes basados en la
frecuente presencia de Blas-
tocystis sp. en pacientes con
sindrome de intestino irri-
table (SII), han permitido
proponer a este pardsito como posible responsable
del SII. El papel patégeno de Blastocystis aun es
controversial, ya que se le identifica en personas
asintomaticas y aparentemente saludables. La
blastocistosis en México ha sido poco estudiada.
Objetivo: Identificar la presencia de Blastocystis sp.
en pacientes con SII, utilizando técnicas de biolo-
gia molecular y describir su relacién filogenética
con secuencias de otros paises.

Métodos: Se reclutaron pacientes con SII con base
en los criterios de Roma III. En todos los parti-
cipantes se realizaron colonoscopias, andlisis co-
proparasitoscépicos, coprocultivo y escrutinio
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Introduction: Recent stu-
dies reported increased
presence of Blastocystis
in patients with Irritable
Bowel Syndrome (IBS) and
an etiologic role has been
proposed. The pathogenic role of Blastocystis is
controversial, because it is frequently found not
only in individuals with enteric symptoms but
also in healthy and asymptomatic subjects. Fur-
thermore, there are few studies of blastocistosis
in Mexico.

Objective: To assess the frequency of Blastocystis sp.
in IBS patients using molecular techniques and to
describe its phylogenetic relationship with sequences
of other countries.

Methods: IBS patients according to Rome III cri-
teria were enrolled. In all patients evaluations in-
cluded: colonoscopies, coproparasitoscopic studies,
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para la deteccion de Rotavirus/Adenovirus. La
identificacion Blastocystis sp se realizé por PCR y
secuenciacion.

Resultados: Se estudiaron 11 hombres y 51 muje-
res con una media de edad de 45.6 + 15.7 anos.
EL 86% de los pacientes tuvo una colonoscopia
normal, 8% presentaron pélipos y 6% enfermedad
diverticular. Blastocystis sp. fue identificado en
25% de los participantes (todos con colonoscopia
normal) y solo dos pacientes tuvieron Endolimax
nana y Entamoeba histolytica/E. dispar respecti-
vamente. El andlisis filogenético mostré que la
mayoria de las secuencias mexicanas se agrupa-
ron en un cldster junto con secuencias de Japén y
de Dinamarca. Asimismo, dos secuencias de nues-
tros pacientes con SII se ubicaron en otro clister
cercano.

Conclusiones: Blastocystis sp. fue identificado en
25% de los pacientes con SII. Nuestros datos apo-
yan la hipétesis de linajes clonales de este pardsito
en el mundo.

m Introduccion

El sindrome de intestino irritable (SII) es una en-
fermedad funcional gastrointestinal que se carac-
teriza clinicamente por la asociacién de dolor, mo-
lestia abdominal o ambos, asi como alteraciones
en el habito de las deposiciones fecales."* El SII se
presenta entre 10% y 20% de los adultos y adole-
centes de todo el mundo.® En México, la prevalen-
cia del SII varfa de 16% a 35.5% con un intervalo
de edad que va de los 15 a los 40 anos.**

Aunque la fisiopatologia del SII permanece
incierta, algunas publicaciones consideran que
la gastroenteritis infecciosa es un factor determi-
nante para desarrollar esta enfermedad,” al igual
que el posible papel de los polimorfismos en los
promotores de las citocinas proinflamatorias, ya
que se encontraron ciertos polimorfismos genéti-
cos de las interleucinas IL-4, IL-6, IL-10 y TNF-o
asociados al desarrollo del SIL.81° Otros estudios
han asociado la presencia de algunos pardsitos al

coproculture, fecal virus screening. PCR and sequen-
cing for Blastocystis sp. were also performed.
Results: We recruited 11 men and 51 women with
a mean age of 45.6 (SD * 15.7) years. Eigthy-six
percent of the IBS patients presented a normal co-
lonoscopy, 8% showed polyps and 6% diverticular
disease. Blastocystis sp. was identified in 25% pa-
tients (all of them with normal colonoscopy), while
two patients had Endolimax nana and Entamoeba
histolytica/E. dispar, respectively. Phylogenetic
analysis showed that major sequences of Mexican
carriers clustered together with sequences of para-
sites from Japan and Denmark; furthermore, two
sequernces from IBS patients were grouped in a sin-
gle cluster.

Conclusions: Blastocystis sp. was identified in 25%
of the IBS patients. Our data support the hypothe-
sis of clonal linages in distinct geographical areas
in the world.

SII, entre los que destaca Blastocystis sp.!''? que es
un microorganismo de distribucién mundial cuya
prevalencia en paises desarrollados de Europa o
como Estados Unidos es de 10%, mientras que en
paises en vias de desarrollo puede ser mayor de
80% .13 En México, la informaciéon que se tiene
sobre este pardsito es limitada. Estudios coprolégi-
cos en ninos residentes de zonas urbanas mostra-
ron una prevalencia de Blastocystis de 3% a 7% ,'"'®
mientras que un estudio de factores de riesgo rea-
lizado en comerciantes de alimentos de mercados
establecidos en la delegacion de Xochimilco, Mé-
xico D. F., mostré una prevalencia de 42% y una
asociacion estadistica con el sexo masculino, con
hébitos deficientes en higiene personal, antece-
dentes de parasitosis previas y de tener un fami-
liar que hubiese estado parasitado.” Tres estudios
desarrollados en nifios de comunidades rurales
y suburbanas del Estado de Guerrero (México)
mostraron frecuencias de 61% a 81% para Blas-
tocystis.?*?! Se ha documentado que los estudios
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coproparasitoscopicos (CPS), tradicionalmente
utilizados para el diagnéstico de Blastocystis sp.,
poseen una sensibilidad del 50% a 82%." Re-
cientemente se describi6 la técnica molecular de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
el diagnodstico de Blastocystis sp., la cual tiene una
especificidad de 100% vy fue capaz de detectar des-
de 32 pardsitos en 200 mg de heces.?? Debido al
polimorfismo genético de este pardsito, continta
debatiéndose su estatus taxondémico, por lo que se
recomienda que se le refiera solo por su género,
como Blastocystis sp. o simplemente como Blasto-
cystis.?

m Objetivo

Identificar la presencia de Blastocystis sp. en pa-
cientes con SII, utilizando técnicas de biologia
molecular y describir su relacién filogenética con
secuencias de otros paises.

m Metodos

Pacientes: Previa autorizacién de las Comisiones
de Etica y de Investigacién del Hospital General
Dr. Manuel Gea Gonzdlez, se llevd a cabo el es-
tudio de febrero de 2008 a enero de 2010, en el
servicio de Gastroenterologia de la Consulta Ex-
terna, en el que se invitd a participar a hombres y
mujeres, mayores de 18 afios, que presentaran SII.
El diagndstico de SII se hizo con base en los crite-
rios de Roma III, los cuales establecen la presen-
cia de malestar o dolor abdominal al menos tres
dias por mes, en los tultimos tres meses presentan-
do dos de las siguientes caracteristicas: A) alivio
con la defecacién; B) cambio en la frecuencia de
las deposiciones; C) cambio en la consistencia o
forma de las heces.? Los pacientes interesados en
participar aceptaron firmar una carta de consen-
timiento informado y se sometieron a un estudio
colonoscépico para eliminar la presencia de péli-
pos y otras alteraciones estructurales que pudieran
ser responsables de la sintomatologia referente. Se
excluyeron a mujeres embarazadas, con historia
clinica o con sintomas sugerentes de diabetes me-
llitus tipo I y II, colitis ulcerativa crénica inespeci-
fica, enfermedad de Crohn, hemorroides, sangrado
rectal y pacientes con alteraciones psiquiatricas
evidentes. Se eliminaron aquellos pacientes cu-
yas muestras fecales no fueron adecuadas para el
analisis molecular o aquellos participantes que no
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hubieran aceptado realizarse los estudios colonos-
copicos o manifestaran su deseo de ser dados de
baja del presente estudio.

Andlisis microbiologico y molecular: Durante
el estudio colonoscépico, se tomé una muestra
de aspirado de material coldnico (heces liquidas) de
aproximadamente 10 mL en una trampa de pldsti-
co estéril, la cual fue llevada al laboratorio clinico
para su procesamiento inmediato. Las muestras
del aspirado se procesaron para la identifica-
cién de bacterias patédgenas usando el sistema Mi-
croScan system (Siemens, Reino Unido) y la bus-
queda rdpida de Rotavirus/Adenovirus (VIKIA,
Rota-Adeno, BioMérieux, France). También se
llevaron a cabo estudios coproparasitoscopicos
mediante la técnica de Faust para la busqueda
de otros pardsitos. Una alicuota del aspirado de
aproximadamente 1.5 mL se conservé en congela-
cion a -20°C para su posterior andalisis molecular e
identificacion de Blastocystis sp. por PCR.

La extraccion de DNA fecal total se llevo a
cabo en los primeros siete dias después de la toma
de cada aspirado de heces. Para ello, se utilizé el
sistema comercial Puregene™ DNA purification
system cell and tissue kit (Gentra Systems; Alema-
nia). Las extracciones se realizaron de acuerdo a
las especificaciones del proveedor. El diagndstico
molecular de Blastocystis se llevé a cabo por medio
de un PCR utilizando los oligonucleétidos especifi-
cos disenados por Stensvold y colaboradores,?* los
cuales amplifican un fragmento de 310 pares de
bases (pb) de la subunidad pequeifia del RNA ribo-
somal (SSUrDNA) de Blastocystis sp. Los productos
amplificados fueron visualizados en electroforesis
horizontal en geles de agarosa a 1.5% y purifica-
dos para ser analizados posteriormente mediante
su secuenciacién por un proveedor comercial.

Andlisis estadistico: Se calculé un tamafo de
muestra de 62 participantes, utilizando el progra-
ma Primer of Biostatistics,** considerando que es un
estudio descriptivo para determinar la prevalencia
de un evento en salud, con una frecuencia espera-
da de 80% de portadores de Blastocystis, 95% de
potencia de prueba y un error de 10%. Se utiliz6
estadistica descriptiva expresada en porcentaje,
media y desviacién estindar (DE). El andlisis fi-
logenético se construyd a partir de un algoritmo
de Neighbor-joining (agrupamiento de secuencias
mds cercanas), realizado con el programa Mega
version 4.0.%° Para este andlisis, también se inclu-
yeron secuencias de Blastocystis sp. de portadores
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mexicanos sin SII (controles), asi como de 43 se-
cuencias de la SSUrDNA de Blastocystis, obtenidas
del GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) de
otras partes del mundo, cuyos niimeros de acceso
y origen se muestran en la Tabla 1. Como grupo
externo se utilizé una secuencia de Proteromonas.

m Resultados

Se incorporaron 62 pacientes con SII: 11 hombres
y 51 mujeres cuya media de edad fue 45.6 + 15.7
anos. El estudio colonoscopico revelé que cinco
(8%) presentaron pdlipos, cuatro (6%) tuvieron
enfermedad diverticular y los 56 restantes (86%)
tuvieron resultados en pardmetros normales. Res-
pecto a los subtipos clinicos del SII,? se identifico
que el mas frecuente fue el asociado a estrefiimiento
(64%), seguido de diarrea (24%) y el mixto (12%).
Las muestras del aspirado para la identifica-
cion de bacterias mostraron que Escherichia coli
fue la bacteria mds frecuente, seguida de Kleb-
siella pneumaniae y Proteus sp; sin embargo, se
identificd un caso con Salmonella paratyphi A. La
busqueda rdpida de Rotavirus/Adenovirus no de-
tecté ninglin caso con estas infecciones. Los es-
tudios coproparasitoscopicos mediante la técnica
de Faust mostraron un portador con Entamoeba
histolytica/E. dispary a otro con Endolimax nana.

El andlisis de PCR mostré que 16 (25%) fueron
portadores de Blastocystis. Todos los portadores de
Blastocystis presentaron colonoscopias normales.
En la Figura 1 se resumen los hallazgos microbio-
logicos de los 62 pacientes. En todas las muestras
positivas por PCR para Blastocystis sp. se obtuvo
una banda tnica de 310 pares de bases (Figura 2).
El andlisis filogenético mostro la formacion de sie-
te conglomerados o cldsteres, en los que la mayo-
ria de las secuencias mexicanas, se concentraron
en un clister, el cual también integré a pardsitos
de Japdén, Dinamarca y algunas secuencias cuyo
origen no fue documentado, con las cuales hubo
una identidad ~97%. Solo dos secuencias de pa-
cientes con SII se congregaron en otro cluister cer-
cano, el cual no agrup6 secuencias de otros paises.
El resto de las secuencias se agruparon en los otros
cinco clasteres (Figura 3).

m Discusion

Nuestro trabajo demuestra que Blastocystis sp. fue
identificado en 25% de los pacientes con SII estu-
diados y fue el pardsito mas frecuentemente en-
contrado en nuestra serie.

En el presente trabajo se incorporaron pa-
cientes con SII en proporciéon de 5:1 a favor de
las mujeres, con un predominio en el subtipo con

M Tabla 1. Nimero de acceso del GenBank de 43 secuencias de la SSUrDNA de Blastocystis usadas en la reconstruccion filogenética y pais de origen del

aislamiento.
No. Acceso Pais No. Acceso Pais No. Acceso Pais
AB023499.1 No documentado AB091239.1 Japén AY590106.1 No documentado
AB023578.1 No documentado AB091240.1 Japon AY590107.1 No documentado
AB070986.1 No documentado AB091241.1 Japdn AY590108.1 No documentado
AB070987.1 No documentado AF408425.2 Japén AY590109.1 No documentado
AB070988.1 No documentado AF408426.2 Japon AY590110.1 No documentado
AB070989.1 No documentado AF408427.1 Singapur AY618265.1 Tailandia
AB070990.1 No documentado AF439782.2 Tailandia AY618266.1 Tailandia
AB070991.1 No documentado AF538348.1 Tailandia DQ366343.1 China
AB070992.1 No documentado AM117938.1 Dinamarca EF079872.1 China
AB091233.1 Japon AM118078.1 Dinamarca EF468654.1 China
AB091234.1 Japon AM118079.1 Dinamarca EU082109.1 China
AB091235.1 Jap6n AY244619.1 Alemania FJ809939.1 China
AB091236.1 Jap6n AY244620.1 Alemania US51151.1 No documentado
AB091237.1 Japén AY244621.1 Japo6n
AB091238.1 Jap6n AY590105.1 No documentado
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M Figura 1. Frecuencia de los microorganismos identificados en los pa-
cientes con SlI. De izquierda a derecha se muestran primero los parasitos
identificados, seguidos de las bacterias.
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estrefiimiento. Un estudio multicéntrico reciente
realizado en México encontrdé una proporcién de
mujeres y hombres con SII de 3:1, con predominio
del subtipo mixto seguido del estrefiimiento.’ La
mayoria de los estudios sobre la epidemiologia del
SII muestran que existe un predominio del géne-
ro femenino.?> Es probable que la alta frecuencia
de mujeres en nuestro estudio se haya visto incre-
mentada no sélo por factores intrinsecos de este
sindrome, sino también a factores socioculturales,
como lo han descrito otros trabajos, en los que
muestran que los hombres pueden ser menos par-
ticipativos, particularmente en estudios donde se
lleven a cabo procedimientos colonoscopicos.2®

En nuestro estudio también se encontré que
la mayoria de las colonoscopias fueron normales,
lo cual estd acorde a lo encontrado por Chen y
colaboradores,” quienes estudiaron a 99 indivi-
duos sanos portadores de Blastocystis, cuya media
de edad fue 57.2 + 10.3 afhos y en los que encontra-
ron que 17% tuvieron pélipos y 2% diverticulos.

Aungque algunos articulos sefalan a Blastocys-
tis como responsable del SIL'>?%% su papel paté-
geno aun contintda en debate.'>?3° Un estudio de
casos y controles desarrollado en pacientes pa-
quistanies con SII demostré una asociacién signi-
ficativa entre la presencia de Blastocystis sp. y el
desarrollo de este sindrome (p = 0.001). Los inves-
tigadores, utilizando exdmenes CPS, detectaron
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M Figura 2. Negativo de un gel de agarosa a 1.5%, tefiido con bromuro
de etidio y visualizado con luz UV. En el primer carril se observan los pe-
s0s moleculares de 100 pares de bases (pb) cada uno. La flecha muestra
los amplicones diagndsticos de Blastocystis sp. de 310 pb en los distintos
carriles del gel.

pb
L
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Blastocystis en las heces de 32% de los pacientes
con SII y s6lo 7% de los controles.?® Un estudio
reciente de nuestro grupo, realizado en pacientes
con SII, identific6 mediante CPS al Blastocystis sp.
como el pardsito mdas frecuente, seguido por En-
dolimax nana y Entamoeba histolytica/E. dispar
(16%, 9% vy 3%, respectivamente); ademds, Blas-
tocystis mostré una tendencia de asociacién con
diarrea (p = 0.053; razén de momios 2.73).3! En el
presente trabajo, en el que utilizamos andlisis de
PCR, encontramos una mayor frecuencia de Blas-
tocystis sp. que en nuestro estudio previo debido
probablemente a la alta sensibilidad de la técnica.
Todos los portadores de Blastocystis sp. recibieron
tratamiento farmacolégico con base en la premisa
de que si existe un agente potencialmente patdge-
no contra el que hay fdrmacos eficientes y seguros
debe ser tratado, y a que el tratamiento ha sido
recomendado en aquellos portadores de este mi-
croorganismo que presenten sintomas;® aunque
el objetivo del presente trabajo no incluy6 dar se-
guimiento a los enfermos, pues esto es parte de la
rutina hospitalaria.
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M Figura 3. Arbol filogenético construido con un algoritmo de Neighbor-joining, con secuencias de Blastocystis sp. de pacientes mexicanos con SlI (sindro-
me) y sin SlI (controles) y de otras partes del mundo. Se identifican siete clisteres en colores: en azul se observa la mayoria de las secuencias mexicanas y

en rosa dos secuencias de pacientes mexicanos con SlI.
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El andlisis microbiolégico mostré que todas
las bacterias pertenecian a la flora intestinal, a ex-
cepcion la un caso con Salmonella paratyphi A el
cual recibié tratamiento farmacoldgico ad hoc. No
se identificaron adenovirus o rotavirus.

Rodriguez y colaboradores® encontraron una
prevalencia de Blastocystis mayor de 60% en ni-
nos de zonas rurales, y discutieron que al encon-
trarse las parasitosis en constante transicion de-
bido a la introduccién de mejoras en los servicios

sanitarios, la movilizacion de individuos, los cam
bios en los habitos higiénico-dietético y las relacio-
nes zoondticas, que ha favorecido la presencia de
otros organismos como nuevos patégenos para el
hombre desplazando a otros, como puede ser el ca-
so de Blastocystis.

Un hallazgo relevante del presente trabajo fue
que la mayoria de las secuencias de Blastocystis
sp. de portadores mexicanos se agruparon en un
solo cldster del drbol filogenético con algunas

Rev Gastroenterol Mex, Vol. 76, Num. 4, 2011



secuencias de pardsitos de Japén, Dinamarca y de
un origen no documentado, fortaleciendo la hipé-
tesis de que existen varios genotipos o un complejo
de linajes clonales de Blastocystis sp. que explica-
ria las diferencias en la prevalencia y patogenici-
dad observadas en diferentes dreas geogréficas.***
Ademads, la presencia de dos secuencias de pardsi-
tos exclusivamente en pacientes con SII, también
sugiere la presencia de genotipos aut6ctonos poten-
cialmente patégenos, los cuales por distintos proce-
sos evolutivos cambiaron y se fijaron localmente.

Si bien en el presente articulo, se incluyé una
serie de casos con SII que fueron estudiados con
técnicas convencionales para identificar organis-
mos patégenos cuyo desempefio cumple con las
normas de calidad que exige la Secretaria de Salud
de México, presenta algunas deficiencias como el
no contar con un grupo control y no aplicar la téc-
nica de PCR para la deteccién de otros parasitos.
Por ello, consideramos importante que se lleven
a cabo estudios de casos y controles, e idealmen-
te de causalidad, en los que se incluyan aspectos
clinicos soportados por técnicas moleculares para
esclarecer el papel patégeno de Blastocystis en
nuestro pais. Rodriguez y colaboradores?® propo-
nen que si continia incrementandose la frecuencia
de este microorganismo y no se establecen meca-
nismos dirigidos hacia su control, se corre el riesgo
de que la blastocistosis deje de ser un problema
individual de salud para convertirse en un proble-
ma de salud publica.

m Conclusion

Blastocystis sp. fue identificado en 25% de los pa-
cientes con SII estudiados. Nuestros datos apoyan
la hipétesis de linajes clonales en este pardsito
en distintas regiones del mundo; es decir, que
hay muchos pardsitos genéticamente idénticos en
distintas partes del mundo, aunque por procesos
evolutivos se podrian encontrar eventualmente
poblaciones autdctonas.
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