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Resumen. Las enfermedades gastrointestinales son un problema de salud puiblica debido a que
poseen altos indices de prevalencia en la poblacién nacional y mundial. Por ello, es importante
contar con una metodologia adecuada para su identificacion segura y oportuna. Existen diversos
métodos para realizar el diagndstico de pardsitos protozoarios, los que se pueden agrupar en 3
tipos: métodos microscopicos, métodos moleculares y métodos inmunobiologicos.

Se realizo una biisqueda a través de PubMed, Medline, Scopus, Google Scholar, DBLP, [STOR y
LILACS para la recoleccién de articulos enfocados en métodos para la identificacion y diagndstico
de Blastocystis spp, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y Cryptosporidium spp. Se encontré
que se puede tener una confirmacion confiable de la presencia de estos pardsitos intestinales si se
utilizan los métodos microscopicos, moleculares e inmunobioldgicos aqui descritos. Estas metodo-
logias permiten la realizacion de estudios tanto de diagnéstico como epidemioldgicos y ambientales.
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INTRODUCCION

A nivel mundial las enfermedades gatrointestinales presentan altas tasas de prevalencia y
amplia distribucién, principalmente en las regiones tropicales y subtropicales, son del tipo
de enfermedades mds desatendidas y comunes en poblaciones de escasos recursos, causan-
do una alta morbilidad y mortalidad, sobre todo en paises en desarrollo (Lacoste et al., 2012).

Dentro de las enfermedades gastrointestinales se encuentran las parasitosis intes-
tinales, cuyo hdbitat es el aparato digestivo de las personas y animales, estas enferme-
dades son producidas por protozoarios y helmintos. Las parasitosis intestinales tienen
distribucién mundial y se relacionan estrechamente con la pobreza y con las malas
condiciones sanitarias, por lo que aparecen mds frecuentemente en paises en vias de
desarrollo (Lacoste et al., 2012).

Los protozoarios intestinales se destacan por su alta resistencia a los diversos fac-
tores ambientales, ademds se encuentran relacionados con altos indices de morbilidad y
mortalidad en la poblacién infantil (Menocal y Caraballo, 2014).

Se sabe que los ecosistemas acudticos contaminados por diversas fuentes, como
aguas residuales, ganado y la industria, favorecen la presencia de pardsitos gastrointesti-
nales en agua y alimentos recolectados en la zona contaminada (Walter y Querales, 2008).

La transmision de pardsitos intestinales a través del agua representa un grave pro-
blema de salud publica a nivel mundial, debido a que es un medio de diseminacién
importante de agentes patégenos causales de diversas enfermedades en el humano, las
que afectan frecuentemente a la poblacién (Guillen et al., 2013).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que 24% de las enfermedades
que ocurren en el mundo estdn asociadas con factores ambientales, entre ellos el agua de
calidad insegura y precarias condiciones higiénicas (WHO, 2007). La principal fuente
de contagio es el mal manejo de los residuos de materia fecal que contaminan fuentes
de agua recreativa, agua potable, suelo y alimentos (Pérez et al., 2008).

Los protozoos que infectan el tracto gastrointestinal con una mayor incidencia y
prevalencia son: Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Blastocystis spp y Cryptosporidium
spp (Romero y Lépez, 2020).

Blastocystis spp

Blastocystis spp es un pardsito de distribucién mundial, cuyo nicho ecolégico habitual es
el aparato digestivo de humanos, mamiferos, aves y reptiles. Inicialmente, fue conside-
rado como una levadura no patégena, sin embargo, en la actualidad se clasifica como un
rotozoario unicelular anaerobio facultativo, y su patogenicidad contintia en discusién;
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recientes investigaciones basadas en el estudio filogenético de la subunidad ribosomal
pequena posicionan a Blastocystis spp como el inico pardsito descrito en humanos per-
teneciente al reino Chromista, posteriormente, en 2007, se concluyé la existencia de 17
subtipos y se propuso la eliminacién del término “Blastocystis hominis” y se incluy®é el tér-
mino Blastocystis spp, seguido de un subtipo del 1 al 17 en toda muestra aislada (Wawr-
zyniak et al., 2013).

Cada pardsito posee cuatro formas vegetativas: cuerpo central, granular, ameboide
y quistes. El quiste mide entre 3y 6 um y ha sido aislado de varios diferentes hospederos
vertebrados, incluido el hombre. La forma vacuolar estd constituida por una gran vacuo-
la central que ocupa una gran parte del espacio celular, limitando al citoplasma y otros
componentes intracelulares a la periferia del mismo. Se ha determinado un didmetro
con un amplio rango de tamafio que va de entre 4 y 63 um. La forma granular presenta
un rango de didmetro entre 15 y 25 um y exhibe granulos en el centro del citoplasma, la
forma ameboide es mds pequefia, midiendo alrededor de 10 um y presenta pseuddpo-
dos, aun asi, no presenta actividad de locomocién (Chacén y Durén, 2017).

El mecanismo de transmisién es a través de ingestion de alimentos y aguas contami-
nadas con quistes. Posterior a la ingesta y por accién de los jugos géstricos, en el duodeno
es liberada la forma vacuolar (Dhurga et al., 2012). Atn no se sabe si se puede adquirir
por el consumo de alimentos crudos, ya que hasta el momento sélo se ha encontrado
una referencia de Blastocystis spp en bivalvos, que frecuentemente se consumen crudos
y podrian ser un reservorio para infectar al humano (Campos et al., 2018). Cuando una
persona se infecta por la ingestiéon de quistes, éstos se transforman en el tracto digestivo
hasta alcanzar el colon donde adoptan la forma vacuolar y ésta se divide por fisiéon
binaria (Chacén y Durén, 2017).

Existen 17 subtipos de Blastocystis spp dependiendo de la especie animal que pa-
rasitan, los subtipos del 1 al 9 se encuentran en humanos y algunos los comparten con
otros animales, mientras que, del subtipo 10 al 17 se encuentran en animales como pri-
mates, roedores, aves, reptiles, serpientes (Wawrzyniak et al., 2013).

Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica es uno de los protozoos mds frecuentes en México. La primera des-
cripcién de Entamoeba histolytica se atribuye a Lambl en 1860. En 1994 se propuso la clasi-
ficacién, incluyendo el género Entamoeba en el phylum Rhizopoda y la clase Entamoebi-
dae, en el orden Entamoebida y la familia Entamoebidae (Ximénez et al., 2007). S6lo una
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especie del género Entamoeba produce infeccién en el humano: Entamoeba histolytica (Tan-
yuksel y Petri, 2003). Existen ademds otras amebas intestinales comensales que se pue-
den aislar pero que no son patégenas, como lo es Entamoeba dispar, Entamoeba moshkovskii
y Entamoeba coli (Rivero, 2013).

Entamoeba histolytica presenta dos formas en su ciclo vital: la fase de quiste y de
trofozoito. Los quistes son estructuras redondeadas de 10 a 16 uym, con una cubierta
gruesa y que presenta en su interior 1 a 4 ntcleos. El trofozoito tiene un didmetro de 20
a40 ym y es movil, gracias a su ectoplasma que le permite emitir seudépodos; su nticleo
presenta un cariosoma compacto central y cromatina en granulos uniformes en tamarfio
y localizacién (Tanyuksel y Petri, 2003). Se ha confirmado la ausencia de mitocondrias
Entamoeba histolytica, pero se sabe que la conversién de energia se realiza en el citosol y
el ATP se genera sélo por la fosforilacién a nivel de sustrato en el citoplasma (Jeelani y
Nozaki, 2014).

El ciclo de vida inicia con la ingestién de un quiste infeccioso, el cual por accién de
los jugos digestivos libera trofozoitos en el intestino grueso, donde puede desarrollar
infeccién invasora. Al reblandecerse la pared del quiste, se libera el trofozoito donde ter-
mina su proceso de division y da lugar a cuatro trofozitos metaquisticos, si el trofozoito
contintia avanzando por el colon, inicia su proceso de enquistamiento con la formacién
de un prequiste mononuclear, esto permite que se inicie un proceso de divisién celular
que da lugar a un quiste tetranuclear y con esto termina la formacién de la pared del
quiste, el cual es expulsado en la materia fecal (Tanyuksel y Petri, 2003).

Giardia lamblia

Giardia lamblia es un protozoo flagelado cosmopolita que puede manifestarse como un
sindrome diarreico agudo, crénico o intermitente (Monis et al., 2009). El primer dibujo
microscopico de las caracteristicas morfolégicas que identificaban a Giardia fue del mé-
dico Vilém Dusan Lambl en 1859, analiz6 las muestras de materia fecal de un nifio y
realiz6 dibujos que tienen una gran similitud con las fotografias modernas de Giardia
Lamblia (Lipoldovd, 2014). Durante mucho tiempo se pensé que era un comensal humano,
es en los afios 60 cuando existen los primeros reportes que mencionan la capacidad de
este protozoario de producir diarreas y sindrome de malabsorcién en el hombre (Ntfiez,
2011).
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Giardia lamblia es un protozoo flagelado perteneciente al orden Diplomonadida,
familia Hexamitidae. Actualmente, se reconocen 6 especies de Giardia con distinta espe-
cificidad de hospedadores (Molina y Basualdo, 2008). Giardia lamblia es una especie que
presenta una gran variabilidad genética, utilizando herramientas moleculares se han
caracterizado siete genotipos que se indican con letras (A-B-C-D-E-F-G); se ha demos-
trado que los genotipos Ay B de Giardia lamblia producen infeccién en humanos (Adam,
2001). Este pardsito constituye uno de los principales agentes etiolégicos de infecciones
intestinales del hombre y estd presente en forma endémica aun en paises desarrollados
(Ntnez, 2011).

Después de la ingestion de quistes del protozoo y mediante la accién de jugos
digestivos se reblandece la pared del quiste liberado a los trofozoitos en el intestino
delgado, que permanecen fijados a la mucosa hasta que se produce su biparticién, pos-
teriormente, se forman quistes que caen a la luz intestinal y son eliminados con las heces
(Barrén et al., 2010).

Cryptosporidium spp

Cryptosporidium spp produce una infeccién intestinal en humanos, en personas de todo
el mundo, los mds susceptibles son los sujetos inmunocomprometidos (Gémez y Agui-
rre, 2017). En 1907, Tyzzer fue el primero en descubrir el género Cryptosporidium al que
describié como un organismo similar a un protozoario intracelular llamado Coccidiasina
(Tyzzer, 1907). Actualmente, Cryptosporidium se clasifica como perteneciente a la familia
Cryptosporidiidae, suborden Eimeriorina y orden Eucoccidiorida (Levine, 1984). Se han
descrito 20 especies dentro del género Cryptosporidium, pero Cryptosporidium parvum es
la especie que se asocia a enfermedad humana, aunque también puede encontrarse en
otros hospedadores, ya que no existe una completa especificidad de hospedero (Rodri-
guez y Royo, 2000).
Cryptosporidium parvum es un protozoo esférico de 4-6 ym de didmetro y es con-
siderado un pardsito oportunista con forma esférica o eliptica (Gémez y Aguirre, 2017).
El mecanismo de transmisién es fecal-oral, el parasito tiene un ciclo de vida
complejo que incluye etapas asexuales y sexuales; comienza tras la ingestiéon de agua o
alimentos contaminados por ooquistes que viajan a través del tracto digestivo hasta el
intestino delgado superior, en donde ocurre la desenquistacién y libera esporozoitos,
los que penetran en la capa de mucosa y se adhieren a los enterocitos cercanos, forman-
do una vacuola alrededor del pardsito, que luego se diferencia en un trofozoito (Leitch
y He, 2011).
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La divisién mitética del pardsito, en este punto, da como resultado un meronte
tipo I y la produccién de merozoitos. Los merozoitos se parecen a los esporozoitos,
éstos se escapan de la vacuola del meronte tipo I y se unen a los enterocitos cercanos,
estableciendo ciclos infecciosos asexuales amplificados (Bouzid et al., 2013).

Alternativamente, la infeccién por merozoitos puede dar como resultado un me-
ronte tipo II y la produccién de merozoitos tipo II. Al igual que con los merozoitos
que se originan a partir del meronte tipo I, los merozoitos tipo II escapan para infectar
los enterocitos cercanos, produciendo un macrogameto (hembra) o un microgameto
(macho), se liberan microgametocitos del microgameto, y cada uno puede fertilizar un
macrogameto para formar un cigoto diploide, que se diferencia en un ooquisto (Leitch
y He, 2011). Esto constituye el ciclo sexual, cuyo producto final es un ooquiste de pared
delgada que se excreta dentro del hospedero y produce autoinfeccién o un ooquiste de
pared gruesa que se excreta en el entorno (Rossle y Latif, 2013).

El objetivo de este trabajo es realizar una revisién que analice los métodos para la
identificaciéon y diagnéstico de las infecciones causadas por protozoarios intestinales.

Métodos para el diagndstico de protozoarios intestinales

Los métodos para la busqueda de Blastocystis spp, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y
Cryptosporidium spp son: métodos microscopicos, moleculares e inmunolégicos (Dacal
et al., 2020; Balsalobre y Alrcén, 2017). La metodologifa utilizada desde el siglo XIX fue la
microscopia; los métodos moleculares como PCR se empezaron a utilizar en la década de
los noventa, y los métodos inmunobiolégicos son los mds recientes, a partir de los inicios
del siglo XIX.

Métodos Microscopico

El método mads utilizado para deteccién en muestras de materia fecal es el examen Co-
proparasitoscépico (CPS), con éste se da un acercamiento en la biisqueda de infecciones
parasitarias causadas por pardsitos protozoarios como: Blastocystis spp, Entamoeba his-
tolytica, Giardia lamblia; en el caso de Cryptosporidium spp se utiliza la tincién de Ziehl-
Neelsen y tincién de Kinyoun.

En el caso de las amibas, las especies mds encontradas son Entamoeba histolytica y
Entamoeba dispar, especies morfolégicamente idénticas. Una caracteristica diagndstica de
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Entamoeba histolytica es la presencia de eritrocitos intracitoplasmaticos, los eritrocitos no
siempre son visibles por lo que en ausencia de esta caracteristica diagndstica se deben
reportar como Entamoeba histolytica/ dispar.

Primero se realiza un CPS en btisqueda de quistes de 10 a 16 ym que posean en
su interior 4 ntcleos para el caso de quistes maduros, y de 1 a 3 nticleos para quistes
inmaduros. Posteriormente se puede realizar tincién tricrémica para identificar trofo-
zoitos de Entamoeba histolytica/ dispar; los trofozoitos tienen un didmetro de 20 a 40 ym'y
se identifican por las siguientes caracteristicas morfélogicas: poseen proyecciones cito-
plasmadticas (pseuddépodos), tienen un nticleo, cromatina uniformemente distribuida en
la membrana nuclear con un cariosoma central pequefio y el citoplasma es finamente
granular con bacterias o desechos (Chévez, 2008).

Para Blasctocystis spp, a partir del CPS, se realiza una btisqueda de formas vacuo-
lares o de quistes; la forma vacuolar es la mds encontrada e identificada, puede medir
de 5 ym a 60 um y estd constituida por una gran vacuola central quel ocupa una gran
porcion del espacio intracelular; este cuerpo ademds refracta ante el microscopio lo cual
hace que sea una manera de identificarlo. Los quistes es otra forma de identificar a
Blastocystis spp a través de CPS, pero requiere mucha experiencia por parte del analista,
ya que son cuerpos muy pequefios que miden de 3 a 6 ym y pueden ser confundidos
facilmente entre la materia orgdnica en la muestra de la materia fecal (Villalobos et al.,
2015).

Para la identificacién morfolégica de Giardia lamblia se realiza una bisqueda de
trozofoitos, por lo general son cuerpos que permanecen fijados a la mucosa intestinal
y forman quistes que caen a la luz intestinal que son eliminados con las heces, por lo
que generalmente lo que se encuentra en un CPS son quistes de Giardia lamblia y en
ocasiones trofozoitos (Guerrero, 2008).

Para el caso de Cryptosporidium spp se realiza la bisqueda de ooquistes en materia
fecal, el método microscépico mads utilizado es a través de tincién de Kinyoun o Ziehl-
Neelsen, éstas se utilizan para poder diferenciar entre ooquistes de Cryptosporidium spp
y de levaduras presentes en las materias fecales, esto se logra ya que Cryptosporidium
spp es dcido-alcohol resistentes a diferencia de las levaduras que no lo son (Sdnchez et
al., 1998).

Para la biisqueda de pardsitos protozoarios en muestras de agua es necesario pri-
mero realizar filtraciones al agua o floculacién, por lo que los autores proponen méto-
dos de filtracién y floculacién para el estudio de pardsitos protozoarios en agua. Poste-
riormente, a la filtracién o floculacién se utilizan los métodos microscépicos ya citados
dependiendo del pardsito que se busca (Hemmati et al., 2015; Gallego et al., 2014).
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Existen otros métodos como: sedimentacién por centrifugacién por flujo continuo,
sistema de filtro espumoso comprimido y ultrafiltracion sistema filtro de fibra horadada;
estos métodos se agruparon ya que estdn enfocados para una posterior identificacién de
protozoarios intestinales mediante técnicas inmunobioldgicas, a diferencia de los mé-
todos de filtracién y floculacién que son mencionados por autores que posteriormente
identificaron con técnicas microscépicas y moleculares.

El método de filtracién de agua consiste en recolectar de 15 a 20 litros de agua, que
se filtran a través de un filtro de acetato de celulosa, posteriormente debe ser lavado con
Tween 80, se vuelve a filtrar por gasas, se centrifuga y al sedimento se coloca solucién
salina para después realizar andlisis microscépicos o métodos moleculares. El método
de floculacién consiste en una combinacién de reactivos que aumentan la densidad de
los parésitos de manera que éstos precipiten, lo que permite andlisis microscopicos e in-
munobioldgicos (Gallego et al., 2014). Los reactivos que se utilizan son cloruro de calcio
(CaCl,), bicarbonato de sodio (NaHCO,), ajustando el pH a 10 (Mora et al., 2010).

Métodos moleculares

Los métodos moleculares han innovado el diagnéstico parasitolégico ya que representan
un método alternativo a los métodos convencionales y poseen la ventaja que tienen una
elevada sensibilidad y especificidad (Balsalobre y Alarcén, 2017).

El primer paso para los métodos moleculares es obtener el material genémico de
los microorganismos presentes en una muestra, para esto es necesario realizar extrac-
cién de DNA, éste es un paso previo importante para la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), debido a que entre mds material genémico y de mejor calidad
se extrae hay probabilidades de obtener mejores resultados en los anélisis por PCR (Yos-
hikawa et al., 2011). De tal manera que es necesario seleccionar el método de extraccién
mds adecuado para cada tipo de muestra, ya sea fecal, de agua o de alimentos. En el caso
de muestras de materia fecal y de agua hay métodos de extraccién en los que se utilizan
equipos o kits comerciales, disenados por diferentes distribuidores. También hay méto-
dos de extraccién generales como el de fenol-cloroformo, pero con modificaciones en el
amortiguador de lisis, estos métodos de extraccién se organizan por tipo de muestra y
autor en la Tabla 1.
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Tabla 1. Métodos para la extraccion de DNA en muestras fecales y de agua

Método de fenol — cloroformo con
modificaciones en el buffer

Rivera et al, 1996

Kit ZR Fecal DNA (Zymo Research)

e Yoshikawa et al, 2011
QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen)

Método de fenol — cloroformo —

: - Cardona et al, 2013
alcohol isoamilico

Heces fecales ]
Método de fenol — cloroformo

: Sandoval, 2014
Kit de DNA IQTM Casework Sample

Método de arena Karasartova et al, 2018

Kit UltraClean Water DNA Isolation Leelayoova et al, 2008

Método de CTAB/PVP con

. Muniz et al, 2009
modificaciones

Agua

Método de fenol — cloroformo Hemmati et al, 2015

Hay una gran variedad de kits comerciales para la extraccién de DNA en muestras
de materia fecal. Se han evaluado los cinco kits comerciales mas utilizados para la ex-
traccion de DNA en muestras de materia fecal: QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen),
MagNA Pure LC DNA Isolation Kit I (Roche), ZR Fecal DNA Kit (Zymo Research),
QuickGene SP Kit DNA (FujiFilm), NucleoSpin Plant IT (Macherey-Nagel), éstos se eva-
luaron por la cantidad de muestras positivas por PCR que obtuvo cada kit.
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Los kits que obtuvieron mayor ntimero de muestras positivas por PCR fueron: ZR
Fecal DNA Kit (Zymo Research) con 94% de muestras positivas, seguido de QIlAamp
DNA Stool Mini Kit (Qiagen) con 48% de muestras positivas (Yoshikawa et al., 2011).

La técnica de fenol-cloroformo es un método que se utiliza con mayor frecuencia
para la extraccion de DNA en muestras materia fecal, sin embargo, se han realizado
modificaciones, principalmente en el contenido de la solucién de lisis (Rivera et al.,
1996), utilizando un amortiguador de lisis con las siguientes concentraciones: EDTA
5 mM, proteinasa K 0.3 mg/ml, Tris-base 50 nM, SDS 1% a pH 8. Este buffer permite
una mayor eficiencia en los resultados obtenidos en la extraccion de DNA en muestras
de materia fecal, a los que posteriormente se les realizard btisqueda de protozoarios
intestinales por PCR (Rivera et al., 1996).

En el caso de las muestras de agua, no hay descripcién en la literatura de algian
método o kit comercial que tenga mayor especificidad, no obstante, diferentes autores
han utilizado los métodos de fenol-cloroformo, CTAB/PVP (Bromuro de hexadeciltri-
metilamonio /polivinilpirrolidona), con modificaciones y el kit UltraClean Water DNA
Isolation (MO BIO Laboratories), mostrando resultados positivos en la deteccién por
PCR (Rivera et al., 1996).

La PCR permite la identificacion de pardsitos, al amplificar una secuencia especifica
de DNA. Existe una amplia variedad de métodos de PCR para la deteccién de protistas
entéricos, como PCR convencional, anidadas, semianidadas, multiplex, en tiempo real,
asociada al andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién (PCR-RFLP)
y basadas en mecanismos de amplificacion isotérmica (PCR-LAMP) (Dacal ef al., 2020).

Las PCR anidadas y semianidadas se utilizan tanto para la deteccién, como para la
genotipificacién de patégenos protozoarios. La PCR multiplex, debido a la rapidez, estdn
disefiadas para fines diagndsticos para laboratorios clinicos (Balsalobre y Alarcén, 2017).

El método de amplificacion isotérmica mediada por un loop (LAMP), inicialmente
fue disefiada para emplearse como técnica para estudios epidemiolégicos bajo condicio-
nes adversas y no suele ser una opcion prdctica en el laboratorio clinico (Dacal et al., 2020).

La PCR convencional suele ser utilizada en laboratorios de investigacién, algunos
primer utilizados en PCR convencional (Villalobos ef al., 2015) permiten la genotipifica-
cién, en este caso de Blastocystis spp por los subtipos 1, 2, 3 y 7, pero generalmente para
una genotipificacién mds especifica es necesario secuenciar los amplicones y, a través de
métodos bioinformadticos, se puede genotipificar al pardsito en estudio (Pestechian et al.,
2014; Hemmati et al., 2015).

Diferentes autores (Haque et al., 2007; Wang et al., 2004) han utilizado PCR multi-
plex con resultados favorables, utilizaron primers para diferentes genes dependiendo
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del protozoo, a diferencia de otros que utilizaron primers para el gen 185 rDNA, pero
seleccionando una regién especifica por protozoo (Jeong et al., 2016).

La PCR multiplex es un método préctico y rdpido, ya que puede diagnosticar va-
rios protozoos por PCR (Haque et al., 2007). En la modalidad PCR multiplex en tiempo
real se agrega una secuencia con fluoréforos, lo que permite cuantificar los resultados,
esto permite realizar la amplificacién y la deteccién en un mismo paso, ya que correla-
ciona el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una sefial de intensidad de
fluorescencia (Jeong et al., 2016).

La PCR multiplex posee caracteristicas como alta especificidad, amplio rango de
deteccién y rapidez en la visualizacién del producto (Haque et al., 2007).

En el caso de muestras de agua, primero se debe realizar el método de filtracién,
posteriormente la extraccion de DNA y finalmente la PCR convencional o multiplex.
Cuando hay que analizar diferentes tipos de muestras, como alimentos o suelo conta-
minado es recomendable utilizar PCR convencional, acompafiado de un anadlisis bioin-
formadtico previo para conocer si los primers no se cruzan con secuencias encontradas
en una nueva muestra por analizar, esto se corrobora realizando un alineamiento por el
método de BLAST (Herramienta basica de btisqueda de alineacion local), el cual se pue-
de realizar en plataformas como NCBI y softwares como MEGA, Clustalx o SeaView.
Este andlisis permite obtener resultados de porcentaje de identidad entre las secuencias
alineadas.

Si se tiene cuidado de estas caracteristicas la PCR convencional puede ser el méto-
do molecular mds accesible para laboratorios de investigacién y diagndstico.

Métodos inmunobiolégicos

En los dltimos afios, se han realizado importantes avances en el estudio de la respuesta
inmune, que ha permitido el avance en los sistemas de deteccién inmunobiol6gicos, en-
tre ellos los métodos de deteccién de coproantigenos (Rodriguez y Rivera, 2011).

Los coproantigenos son productos especificos de un pardsito que se eliminan en
las heces del paciente y que son susceptibles de ser detectados por técnicas inmuno-
biolégicas, las que se basan en la especificidad de las reacciones antigeno-anticuerpo.
La inmunodeteccién de coproantigenos utiliza anticuerpos monoclonales o policlonales
que reconocen especificamente los productos eliminados por los pardsitos que invaden
el intestino del humano (Balsalobre y Alarcén, 2017). En la Tabla 2 se muestran las técni-
cas inmunobiolégicas més citadas en el diagndstico de protozoarios intestinales.
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No hay reportes de métodos inmunobiolégicos que permitan tipificar pardsitos
protozoarios, ya que aun no se profundiza la investigaciéon de antigenos particulares
por subtipo de parasito.

Tabla 2. Pruebas inmunobiolégicas para el diagnéstico de Blastocystis spp, Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia y Cryptosporidium spp

. Copro ELISA Dogruman et al.,
Blastocystis spp .
Blastocystis (Eagle 2015
Biosciences)
. . CELISA Path Garciay
Entamoeba histolytica .
(Cellabs) Rodriguez, 2007
Giardia 2nd
Giardia lamblia arcia n Rivera, 1996
ELISA Generation ELISA
(AccuDiag)
Crvotosporidium s Cryptosporidium Mohammed et
RIS Pk microplate assay al., 2018
(IDEXX)
. Blasto-Fluor Dogruman et al.,
) Blastocystis spp -
Inmunofluorescencia (Antibodies Inc.) 2015
Cryptosporidium Giardia-CEL McHardy et
spp (Cellabs) al., 2014
— . Crypto-CEL
Giardia lamblia e
(Cellabs)
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CONCLUSIONES

Las técnicas que se utilizan para el estudio de los parasitos intestinales se van renovando
a través del tiempo, de tal manera que cada vez son mds sensibles. El conocimiento de
estas técnicas permite mejorar el estudio de protozoarios.

El estudio de los pardsitos a través de microscopia de luz es un método que no es
muy sensible, requiere de experiencia por parte del analista, sin embargo, representan
el primer acercamiento para conocer y aprender sobre la morfologia de los pardsitos
intestinales.

Los métodos moleculares son técnicas que se han vuelto indispensables para el
estudio de las parasitosis intestinales, por lo que generar informacién nueva y organizar
la informacién ya existente permite identificar cudl es la técnica que se deberd imple-
mentar dependiendo del tipo de muestra.

Lo métodos inmunobiolégicos son técnicas sensibles que pueden mejorar los
diagndsticos en los laboratorios clinicos. En un laboratorio de investigacion su uso es
favorable como método de deteccién rdpida, ademds que pueden apoyar como prueba
control de los resultados de la microscopia y la PCR.

El anélisis genético de Blastocystis spp, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y Cryp-
tosporidium spp ha arrojado nueva informacién respecto a su ubicacién taxonémica,
subclasificacién y epidemiologia, incluyendo modos de transmisién y prevalencia. Por
lo que los métodos propuestos pueden confirman la persistencia de las parasitosis in-
testinales como un importante problema de salud ptiblica y contribuir a la comprensién
de diferentes factores ambientales que participan en su transmision.
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