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RESUMEN

La infeccion por Cyclospora cayetanensis es una causa emergente e
importante de diarrea endémica y epidémica en nifios y adultos en el mundo.
La epidemiologia de la infeccibn no es del todo conocida. Los humanos
parecen ser los Unicos hospedadores naturales de Cyclospora cayetanensis;
actualmente no existen evidencias de transmision zoondética y permanece sin
determinar el papel que desempeian los animales como reservorios naturales.
Hasta la fecha Cyclospora cayetanensis se considera como un coccidio
transmitido por agua y alimentos. Sin embargo, no se conoce la importancia

relativa de las diferentes fuentes y rutas de transmision de este parasito.

Existen técnicas que se utilizan para la deteccién de parasitos en alimentos,
las cuales varian considerablemente en la recuperacién. Un método debe
permitir liberar los parasitos sin destruirlos y hacer posible su identificacion por
morfologia y pruebas moleculares. El objetivo de este trabajo fue optimizar
una prueba molecular para la deteccion de ADN de Cyclospora cayetanensis
en muestras vegetales de Lactuca sativa var. Iceberg (L) & Brassica oleracea
var. Capitata (L) (lechuga y repollo). Materiales y métodos: se realizd
previamente un conteo de 5, 10 y 50 ooquistes de Cyclospora cayetanensis
con el fin de inocular las muestras de Lactuca sativa & Brassica oleracea por
triplicado. A continuacion, se llevd a cabo el método de recuperacion de los
ooquistes a través de una agitacion mecéanica y del uso de dos extractantes:
Glicina 1M pH: 5,5 y Solucion de lavado pH: 3,5 posteriormente se realizdé una
coloracién Ziehl-Neelsen modificada a cada una de las muestras recuperadas
y se observaron por microscopia. Finalmente, para establecer el limite de
deteccion de la prueba molecular por PCR se realizaron inoculaciones a las
muestras vegetales a partir de una minima concentracién de ooquistes hasta
lograr la deteccién de ADN de Cyclospora cayetanensis en estas matrices
vegetales. Resultados: se obtuvieron los porcentajes de recuperacion para

cada una de las muestras inoculadas a diferentes concentraciones de



ooquistes, Lactuca sativa a partir de 5 ooquistes: 60%; a partir de 10 ooquistes:
53,3%; a partir de 50 ooquistes: 41,3% y en Brassica oleracea a partir de 5
ooquistes: 33,3%; a partir de 10 ooquistes: 33,3% y a partir de 50 ooquistes:
28%. Finalmente se establecié el limite de deteccién de la prueba por PCR en
las muestras vegetales a partir de 10 ooquistes cuando estas fueron
inoculadas experimentalmente. Conclusidn: se optimizé un método eficiente
para la recuperacioén de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en muestras
vegetales de Lactuca sativa var. Iceberg (L) & Brassica oleracea var. Capitata
(L) (lechugay repollo), ademas se establecieron las mejores condiciones para
la deteccion de ADN de Cyclospora cayetanensis a través de la técnica

molecular PCR.
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Abstract
Cyclospora cayetanensis infection is an emerging and important cause of
endemic and epidemic diarrhea in children and adults worldwide. The
epidemiology of the infection is not fully understood. Humans appear to be the
only natural hosts for Cyclospora cayetanensis; There is currently no evidence
of zoonotic transmission and the role of animals as natural reservoirs remains
undetermined. To date, Cyclospora cayetanensis is considered to be a
waterborne and foodborne coccidia. However, the relative importance of the

different sources and routes of transmission of this parasite is not known.

There are technigues that are used to detect parasites in food, which vary
considerably in recovery. A method should allow parasites to be released
without destroying them and make their identification possible by morphology
and molecular tests. The objective of this work was to optimize a molecular
test for the detection of Cyclospora cayetanensis DNA in plant samples of
Lactuca sativa var. Iceberg (L) & Brassica oleracea var. Capitata (L) (lettuce
and cabbage). Materials and methods: 5, 10 and 50 oocysts of Cyclospora
cayetanensis were previously counted in order to inoculate the Lactuca sativa
& Brassica oleracea samples in triplicate. Next, the oocyst recovery method
was carried out through mechanical stirring and the use of two extractants:
Glycine 1M pH: 5.5 and Washing solution pH: 3.5, subsequently, a Ziehl-
Neelsen modified staining was carried out. To each of the recovered samples
and observed by microscopy. Finally, to establish the detection limit of the
molecular test by PCR, plant samples were inoculated from a minimum
concentration of oocysts until the detection of Cyclospora cayetanensis DNA
in these plant matrices. Results: the recovery percentages were obtained for
each of the samples inoculated at different concentrations of oocysts, Lactuca
sativa from 5 oocysts: 60%; from 10 oocysts: 53.3%; from 50 oocysts: 41.3%
and in Brassica oleracea from 5 oocysts: 33.3%; from 10 oocysts: 33.3% and
from 50 oocysts: 28%. Finally, the detection limit of the PCR test was



established in plant samples from 10 oocysts when these were experimentally
inoculated. Conclusion: An efficient method for the recovery of Cyclospora
cayetanensis oocysts in plant samples of Lactuca sativa var. Iceberg (L) &
Brassica oleracea var. Capitata (L) (lettuce and cabbage), in addition, the best
conditions were established for the detection of Cyclospora cayetanensis DNA

through the molecular PCR technique.
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Lista de abreviaciones
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
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EPA: Environmental protection agency (EE.UU)



1. INTRODUCCION

Generalmente, los vegetales se consumen crudos, proporcionando mayor
cantidad de vitaminas, minerales y fibra dietética, por lo que se han
considerado un grupo importante para el mantenimiento de la salud humana,
pero también se ha demostrado que constituyen un vehiculo de transmision
de una amplia gama de parasitos, entre los cuales se encuentran protozoarios
y helmintos (1). Los vegetales pueden ser contaminados durante su
produccion si son regados con agua residual no tratada y utilizando como
fertilizante el estiércol, que es una practica comun en algunas regiones de los
paises en desarrollo (2). Otro motivo por el cual se ve favorecida la aparicion
de protozoos parasitos en alimentos, es mediante el cambio en los habitos
alimenticios, el comercio mundial de alimentos, los cambios en los sistemas

de produccion de alimentos y el aumento del nimero de personas sensibles

(3).

La seguridad de los vegetales crudos depende de las condiciones y medidas
tomadas durante la pre-cosecha, cosecha y post-cosecha, lo que contribuye
sumado a las técnicas de desinfeccién y manipulacion a la calidad final de las
ensaladas crudas preparadas con éstos. Un factor elemental relacionado con
la calidad final de los vegetales preparados son las técnicas utilizadas de
lavado y de desinfeccion. Si no se realizan adecuadamente, las formas viables
de los paréasitos intestinales pueden persistir y llegar hasta el consumidor.
Ahora bien, varios estudios internacionales, han dado a conocer la presencia
de formas viables de parasitos intestinales en los vegetales crudos (4) que se
encuentran disponibles para el consumo en mercados Yy otros
establecimientos, asi como también se ha comprobado, a través del analisis
de indicadores de contaminacion fecal (5), la existencia frecuente de
contaminacion en ensaladas de ventas callejeras, cafeterias, restaurantes de

comida rapida y hospitales (6).



Las infecciones parasitarias transmitidas por alimentos mas frecuentes que
producen diarrea son la ciclosporosis, criptosporidiosis y la giardiasis. Sin
embargo, otros protozoos parasitos que se transmiten a través de estos
alimentos y que causan infecciones en humanos son Toxoplasma gondii,
Entamoeba histolytica, Isospora belli, Blastocystis hominis, Balantidium coli,
Acanthamoeba spp., Sarcocystis spp. y Naegleria spp. Entre el 2004 y 2016,
se publicaron 199 informes de brotes de parasitos protozoarios transmitidos
por alimentos, de los cuales Cyclospora cayetanensis es responsable del
20,2% (6).

La ciclosporosis es una enfermedad intestinal causada por el parasito
microscépico Cyclospora cayetanensis. Las personas que viven en paises
donde la ciclosporosis es endémica o que viajan a esos lugares pueden tener
un riesgo mayor de infeccién. El tiempo que tarda una persona en enfermarse
después de infectarse es generalmente cerca de una semana. Los ooquistes
de Cyclospora cayetanensis llegan hasta las células epiteliales del tracto
gastrointestinal y suele causar diarrea muy liquida. Las principales vias de
transmision incluyen el consumo de agua y alimentos contaminados como las

frutas y vegetales frescos, de persona a persona y a traveés de la via fecal-oral

(7).

Hasta la fecha se ha esclarecido que las técnicas empleadas para la
determinacién de parasitos en vegetales son costosas, por lo que se aplican
generalmente en paises desarrollados (8). Estas técnicas demuestran un
aumento en la sensibilidad y especificidad, como el desarrollo de un método
estandar para el lavado mediante la sonicacion y observacion de quistes u
ooquistes mediante inmunofluorescencia (IFA) y el uso de anticuerpos
monoclonales. No obstante, autores como Robertson y otros consideran que
aun estas técnicas no son 6ptimas puesto que no son reproducibles en las
diferentes matrices vegetales; y describen un método mejorado donde

incluyen el proceder immunomagneético durante el lavado (9).



Por lo tanto, es necesario contar con métodos de deteccion alternos,
econdémicos, practicos y fiables para el seguimiento de los productos
alimenticios que ayudaran a la prevencion de enfermedades parasitarias
asociadas con la produccion de estos alimentos en las diferentes partes del

mundo.

Sin embargo el diagnostico de Cyclospora cayetanensis depende basicamente
de la identificacion del microorganismo en muestras coprologicas de individuos
humanos; no obstante, se ha demostrado que la microscopia no es suficiente
para la deteccién de protozoos en muestras ambientales, debido a su bajo
porcentaje de recuperacion, es por ello que en esta investigacion se plantea la
necesidad de disefiar métodos més sensibles como la técnica molecular PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) para su deteccién y diagnéstico.



2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de la biologia de Cyclospora cayetanensis

La ciclosporosis es una enfermedad gastroentérica emergente causada por el
parasito intestinal Cyclospora cayetanensis. Se considera una enfermedad
emergente para la salud publica principalmente en los paises desarrollados
donde ha sido identificado como la causa de varios brotes de diarrea en Norte
América y Europa (10). En estos paises la transmision de esta enfermedad ha
estado relacionada principalmente por alimentos importados que dependen
del comercio de productos agricolas. La epidemiologia, biologia y ecologia de
Cyclospora cayetanensis permanecen poco conocidas. Su ciclo de vida no
esta totalmente caracterizado y parece requerir un huésped Unico, el humano
para completarse. El papel que los animales puedan desempefiar como
reservorios naturales del parasito permanece sin determinar. Se tiene poca
informacion sobre la distribucion ambiental de Cyclospora cayetanensis y los
vehiculos de transmision del ambiente a los humanos (11).

El agua, los alimentos y los suelos contaminados pueden actuar como
vehiculos de diseminacion del coccidio. Por tanto, permanecen incertidumbres
significativas sobre el parasito, que reflejan la necesidad de continuar con
esfuerzos de investigacién en diversas areas, incluyendo su biologia béasica y
distribucién ambiental (11). Los estudios basados en la poblacién general
indican altos porcentajes de infecciones asintométicas, lo cual sugiere
inmunidad al desarrollo de la enfermedad por exposicion persistente al
coccidio. Para comprender la epidemiologia compleja de la ciclosporosis
humana y poder tomar medidas de prevencion y control de la infeccion, es de
suma importancia el conocimiento de los rasgos biolégicos de Cyclospora
cayetanensis (12). Cyclospora cayetanensis difiere en forma significativa de
las otras especies de Cyclospora descritas, no solo en su huésped especifico,

sino también en la morfologia de sus ooquistes, que son mas pequefios y



esféricos en lugar de la forma sub esférica que tienen los ooquistes de las

otras especies conocidas (13).

2.2 Ciclo de vida

El ciclo vital es complejo y sigue el modelo de desarrollo de otros coccidios
entéricos, el cual involucra un ciclo merogonico con dos generaciones de
merontes, un ciclo gametogonico con macrogametos, micro-gametos y
cigotos, y un ciclo esporogonico. La Figura 1 representa el esquema del ciclo
vital de Cyclospora cayetanensis, de acuerdo con el Center for Disease Control
and Prevention (CDC), de Estados Unidos. Este comienza con la ingestion del
estado infeccioso, transmisible, el ooquiste esporulado, que se desenquista en
el intestino y libera cuatro esporozoitos. Estos invaden las células epiteliales
del intestino delgado y generan varios merozoitos que infectan una nueva
célula. Estos mediante division asexual por merogonia, forman los merontes
gue contienen los merozoitos. Se originan dos tipos de merontes. El de tipo |,
que contiene de 8 a 12 merozoitos, los cuales penetran las células epiteliales
y forman los merontes de tipo Il, que contienen cuatro merozoitos. Una vez
liberados, estos penetran otras células y comienza la fase sexual mediante la
diferenciacion en estados masculinos (microgametocitos) o femeninos
(macrogametocitos) (14) (15) (16).
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Figura 1. Esquema del ciclo vital de Cyclospora cayetanensis, de acuerdo con el Center for
Disease Control and Prevention (CDC), de Estados Unidos. Ooquistes no esporulados se
diferencian dentro de ooquistes esporulados, que se someten al proceso de exquistacion.
Esporozoitos infectan las células para formar merozoitos de tipo | y éstas forman merozoitos
tipo Il. EI microgametocito fase sexual fertiliza el macrogametocito para convertirse en un

cigoto y por lo tanto para diferenciar como un ooquiste esporulado. Tomado de Ortega, 2010.

2.3 Taxonomia
El género Cyclospora pertenece al phylum Apicomplexa, clase Sporozoa,
subclase Coccidia. Esta relacionado taxonémicamente a otros cuatro géneros
de coccidias que han sido descritos como patdogenos en humanos:
Cryptosporidium, Isospora, Toxoplasma y Sarcocystis. La especie Cyclospora

cayetanensis fue sugerida por Ortega (14) (15) (16).



2.4 Diagnéstico
El diagndstico de ciclosporiasis se basa en la busqueda directa de ooquistes
en muestras de materia fecal por medio de examen directo, concentracion con
formol éter, coloracion de Zielh Neelsen modificada y auto fluorescencia
empleando filtros dicromaticos de 365 nm y 450 a 490 nm, para observar la

florescencia azul o verde, respectivamente (16) (17).

2.5 Prevalencia
Aungue no existe un estudio de prevalencia de ciclosporiasis en el mundo, en
Peru ha sido informada en el 18 % de los nifios menores de dos afios, Nepal
3 al 7 % en poblacion general y en Haiti 11 % de los pacientes VIH positivos.
Ademas, se han documentado casos en Alemania, Brasil, Cuba, Venezuela,
Estados Unidos, Canad& e Indonesia, entre otros, asociados a fuentes de
infeccibn como abastecimientos de agua, frambuesas, frutas, verduras y
moluscos. Hasta la fecha en Colombia solo se han informado casos aislados
y no se conocen estudios sistematicos con relacion a brotes epidémicos

causados por este parasito (18) (19).

2.6 Distribucion ambiental y transmisién
Se tiene muy poca informacion sobre la distribucion ambiental de Cyclospora
cayetanensis y los vehiculos de transmisién del coccidio del ambiente a los
humanos. El agua, los alimentos y los suelos pueden actuar como vehiculos

de transporte de este parasito (19).

En areas endémicas, los factores de riesgo asociados con la infeccion incluyen
el agua o alimentos contaminados, contacto con suelo o animales, tipo de
saneamiento y nivel socioecondmico bajo. Las infecciones relacionadas con el
contacto con el suelo brindan razones para creer que esta ruta de propagacion
puede ser mas comun que la realizada en entornos comunitarios
desfavorecidos. Cyclospora cayetanensis es una causa importante de diarrea

y numerosos brotes de origen alimentario asociados con la globalizacion del



suministro de alimentos (19) (20).

La implementacion de medidas para prevenir o controlar la propagacion de los
ooquistes de Cyclospora cayetanensis en el medio ambiente es fundamental.
En areas endémicas, los pasos mas importantes para prevenir la infeccion son
mejorar el saneamiento ambiental y la educacion para la salud. Sin embargo,
guedan interrogantes significativos en nuestra comprension de la
epidemiologia de la ciclosporiasis humana que destacan la necesidad de
continuar la investigacion en varios aspectos sobre esta especie (19) (20).

2.6.1 Agua

En relacion con el ecosistema acuatico, se ha detectado el coccidio en varias
regiones. En é&reas rurales de Guatemala, se investigd la presencia de
Cyclospora cayetanensis en varias fuentes de agua usadas para el consumo
publico. En tres de cinco muestras de agua, se confirmd la presencia del
parasito mediante la técnica de PCR. En Perd, el coccidio se identificé en
fuentes de agua no tratada. En Nepal, Asia, se observaron ooquistes de
Cyclospora spp. en agua de consumo, lo cual se asocié a una epidemia de la
infeccion en soldados extranjeros. En Vietnam, el parasito se describié en
agua de consumo y en un 63,6 % de muestras de rios y lagos estudiadas. En
Egipto y Africa, el coccidio fue aislado, en cinco &reas residenciales, de varias
fuentes de agua usadas para el consumo, tales como un drenaje, un canal de
irrigacion, aguas subterraneas y agua almacenada en toneles. Las altas
densidades de los ooquistes en las aguas indicaron contaminacion por aguas
para consumo humano y reflejan la alta contaminacion ambiental por
Cyclospora cayetanensis en el area. En otro estudio, el parasito se identifico
en 0,24 % de 840 muestras de agua potable de siete distritos (21). En
Alejandria, el coccidio se identificé en diferentes fuentes de agua, incluyendo
piscinas (22) (23).

Los papeles que desempefian el ecosistema marino y las aguas provenientes



de la tierra en la presencia y el mantenimiento de este parasito en huéspedes
marinos, no se conocen. Sin embargo, la presencia del coccidio en bivalvos
sugiere que el uso del mar para fines recreativos es un factor de riesgo

potencial para la ciclosporosis (23).

En el mundo industrializado, se han reportado algunas epidemias de la
infeccion asociadas con el agua (23). Cyclospora cayetanensis ha sido el
agente causal de 1,8 % (6/325) de las epidemias en el mundo ocasionadas

por protozoarios.

2.6.2 Alimentos
En el mundo Cyclospora cayetanensis se ha descrito en frutas y alimentos
frescos; en 1,8 % de las muestras de vegetales estudiadas de mercados en
Perd, en lechugas de mercados de productos agricolas de Costa Rica y
Venezuela (24). En Egipto, Cyclospora cayetanensis se aislo de lechugas y
bivalvos (25) obtenidos de mercados de Alejandria. En un estudio de viajeros
a areas endémicas, afectados de diarrea, las fresas, la leche de bufala y el
seviche se identificaron como factores de riesgo para la infeccién en cuatro
casos (26). En Indonesia, México y Guatemala (27), se han descrito epidemias
de ciclosporosis relacionadas con el consumo de frutas, vegetales y jugos de

frambuesas.

La creciente globalizacién de productos alimenticios frescos y de los viajes
internacionales y la tendencia a comer fuera del hogar, han contribuido a la
diseminacién del parasito de regiones endémicas a las no endémicas. En los
Estados Unidos y Canada, han ocurrido numerosas epidemias de
ciclosporosis de alto perfil, debidas al consumo de frambuesas contaminadas
importadas de Guatemala (28). Otras epidemias en estos paises y en Europa
se han relacionado con el consumo de lechugas, albahaca, vegetales verdes
y guisantes (29). En los Estados Unidos, el 90% de los casos de ciclosporosis

se han asociado con el consumo de alimentos (30).
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2.6.3 Suelos
No se han realizado estudios para determinar la presencia de Cyclospora
cayetanensis en los suelos. Sin embargo, el contacto con éstos se ha sefialado
como un factor de riesgo para la infeccion, tanto en los paises industrializados
como en aquéllos en desarrollo. En los primeros, en un estudio de una
epidemia de ciclosporosis en Florida, Estados Unidos, los trabajos de
jardineria se asociaron con la infeccion, lo cual sugiere el contacto con la tierra
como un factor de riesgo (31). En Alemania, una epidemia se relacion6 con
lechugas provenientes de granjas francesas e italianas. Se consideré que los
ooquistes pudieron haber sido transmitidos por trabajadores oriundos de areas
endémicas, por medio del contacto con el suelo local o con el agua (32). En
areas endémicas, el notorio aumento de la densidad de la poblacion y la
migracion masiva de areas rurales a urbanas en las ultimas décadas, han
significado la construccion de centros urbanos sin ninguna planificacion, lo cual
ha traido como consecuencia el hacinamiento, falta de saneamiento ambiental,
disposicion inadecuada de basuras y poca educacion sanitaria. En estos
ambientes, la contaminaciéon de los suelos por practicas inadecuadas de
defecacién podria ser un factor determinante para la infeccién, como fue el
caso en una comunidad islefia venezolana (33). En este estudio disefiado para
determinar las fuentes de infeccion de Cyclospora cayetanensis en la isla de
San Carlos y estado Zulia, el modelo de regresiéon logistica multivariable
implicé significativamente varios factores: vivir en areas de extrema pobreza,
residir en ranchos, defecar en un area del patio de la residencia y tener
contacto con suelos contaminados con heces humanas (p<0,01). El hallazgo
mas importante de este estudio fue la alta correlacion de la ciclosporosis con
ambientes conducentes a la contaminacion ambiental con heces humanas
(p<0,01), lo cual sugiere que los suelos contaminados son un importante
vehiculo de diseminacion de la infeccion en esta area, que la tierra puede ser
una fuente significativa de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en

comunidades paupérrimas y gue la ciclosporosis, como las otras infecciones
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transmisibles, afecta principalmente a las familias que viven en residencias con

caracteristicas por debajo del estandar.

2.6.4 Aire
La presencia de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en el aire y la
posibilidad de su diseminacion por medio de este vehiculo se desconoce. Sin
embargo, la identificacion de los ooquistes en el esputo de dos pacientes con
sintomas respiratorios, uno con antecedentes de tuberculosis (34) y otro con
la enfermedad (35), sugiere la probabilidad de que el aire pudiera actuar como
transporte del coccidio. Habria que determinar con qué frecuencia y bajo

cudles circunstancias ocurre.

No se conoce si Cyclospora cayetanensis esta ampliamente distribuida en el
ecosistema mundial. Sin embargo, todos estos hallazgos sugieren que el
pardsito tiene una amplia diseminacion ambiental en el mundo en desarrollo,
contaminando con frecuencia el agua, los alimentos y los suelos, y que posee
el potencial de transmitirse por medio de la tierra y del consumo de alimentos
frescos y agua, incluyendo la clorada, las aguas de recreacién y las aguas

servidas.

2.7 Importancia Médica
Los rasgos biologicos de Cyclospora cayetanensis son relevantes para su
epidemiologia y transmision determinando su importancia médica y en salud

publica:

e Si el parésito tiene especificidad de huésped, siendo los humanos los
anicos huéspedes; carece de potencial zoonatico.

e Los ooquistes son eliminados con las heces al exterior en forma
inmadura, no esporulados, lo que significa que la transmision directa de
persona a persona es improbable.

e Los ooquistes necesitan esporular en el medio ambiente para hacerse

infectivos, por lo que requieren de un vehiculo de transmision.
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e La dispersibn ambiental de estos organismos puede contaminar el
ecosistema acudtico, los cultivos de alimentos y los suelos, lo cual
conduciria a su diseminacion amplia y su transmisioén a los humanos
por medio de estos vehiculos.

e Al parecer, la dosis infecciosa es baja, lo cual implica que la infeccién
se adquiere con facilidad.

e Los ooquistes son pequefios y resistentes al cloro, a las dosis usadas
para el tratamiento del agua, lo que implica que son dificiles de filtrar y
que se pueden transmitir en el agua clorada de consumo y en las
piscinas.

e La notoria estacionalidad de la ciclosporosis sugiere que los ooquistes
son muy resistentes y que pueden sobrevivir por largos periodos en el

ambiente.

Hemos visto que las Enfermedades Parasitarias Transmitidas por Alimentos
(EPTA) son las que se originan debido a la ingestion de alimentos y/o agua
gue contengan agentes parasitarios en cantidades tales como para afectar la
salud del consumidor, tanto a nivel individual como grupal. Surgen como
consecuencia de diversos fendmenos entre los cuales se incluyen: la
urbanizacién de las poblaciones con saneamiento ambiental insuficiente, la
difusién de culturas particulares en relacion con los alimentos, las migraciones
humanas con desplazamiento de comunidades, la oferta de servicios publicos
de venta de alimentos, y esto vinculado con la higiene y el control de quienes
preparan los mismos. Todo esto enmarcado en un determinado ambiente

ecoldgico, econdmico, cultural y epidemiolégico (36).

En la actualidad se ha dado mayor importancia al analisis bacteriol6gico de
alimentos, sin embargo, diversos vegetales que generalmente se consumen
crudos como el apio, la lechuga, el repollo y otros han sido asociados con
brotes epidémicos de diarrea, asi también con contaminacion de huevos de

parasitos como Ascaris lumbricoides, Trichuris trichura, quistes de Entamoeba
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histolytica, Giardia lamblia, y virus como hepatitis A, Nolwalk y rotavirus. Otro
factor de riesgo de contaminacion microbioldgica en los vegetales, es el tiempo
de supervivencia de los microorganismos patdgenos que varia de semanas a

meses (37).

Ahora bien, las ensaladas han formado por afios parte de la dieta del ser
humano, estas consisten en la mezcla de uno o varios vegetales crudos o
cocidos, por lo que pueden actuar como vehiculo de agentes patdgenos
(bacterias, helmintos, protozoos y virus), que pueden causar 0 no una

patologia (38).
2.8 Métodos de recuperacion en alimentos

Las frutas y vegetales frescos constituyen un motivo de preocupacion con
respecto a la seguridad alimentaria. Existen riesgos biolégicos asociados,
como contaminantes que se establecen a través de malas practicas de
produccion y manipulacion, provenientes del suelo, de la aplicacién de abono
organico sin tratar, uso de agua de riego contaminada con materia fecal o la

presencia de animales en el campo (39).

Entre los patbgenos humanos presentes en los vegetales se encuentran los
pardsitos, que por la baja dosis infectante y la alta resistencia de las formas
quisticas al medio ambiente y a los desinfectantes en las concentraciones
habituales que se utilizan para eliminar las bacterias, resaltan la importancia
del uso de técnicas eficientes para la determinacion de parasitos en los

vegetales.

Estudios previos demuestran aumento en la sensibilidad y especificidad para
la deteccion de formas quisticas en muestras de alimentos, sin embargo,
muchos de estos procedimientos reportados no son reproducibles en las
diferentes matrices vegetales, como bien se mencionaba con anterioridad
estas técnicas describen un método donde se incluye procedimientos

inmunomagnéticos durante el lavado (40). Ademas de generar costos muy
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altos para el alcance de estas técnicas.

En la Tabla 1 se reportan los ensayos basados en la recuperacion de
ooquistes de Cyclospora cayetanensis que hasta la fecha se han notificado en
diferentes matrices vegetales. Sin embargo, también se ha demostrado que la
recuperacion de los ooquistes puede verse interferida por los diferentes
extractantes que se utilizan a la hora de la recuperacion y remocion de los
ooquistes dado que hacen imposible la visualizacion de los ooquistes, es por
esto que la técnica molecular por PCR se convierte en una alternativa viable
para la deteccion de ADN de estos parasitos.

Tabla 1. Ensayos basados en la recuperacion de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en

muestras vegetales.

Referencia Tipo de Tamafo [] Solucién %
muestra: de Ooquistes:  Extractante: Recuperacion:
Muestra:
Bartosova
et al, 2021 Vegetales 25gr Muestras de Detergente: 18%
USA verdes campo Alconox® 1%
Murphy et Mezcla
al, 2017 Vegetales 25gr Inoculacién Detergente: 20%
USA (Lechuga / experimental  Alconox® 1%
Repollo) (100)
Lalonde Mezcla Glycine 1M
2016 Vegetales 200 gr Muestras de pH: 5.5 1%
Canada (Lechuga) campo
Tween-80
Giangasper Mezcla 0.1%
2015 Vegetales 100 gr Muestras de Sodium
Italy (Lechuga) campo dodecyl 9%
sulphate
0.1%
Chandra et Muestras de Glycine 1M
al, 2014 Albahaca 25 gr campo pH: 5.5 44.4%
Georgia

2.9 Deteccion de ADN de Cyclospora cayetanensis

Considerando lo anterior, nace el interés de evaluar la deteccion de ADN
control de Cyclospora cayetanensis en muestras vegetales tales como lechuga
y repollo, para esto se requiere de optimizar la técnica molecular PCR que
permita la amplificacion de la secuencia especifica del gen del parasito. En
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esta investigacion hemos seleccionado un blanco de amplificacion: Subunidad
ribosomal 5.8S dado que esta secuencia se encuentra reportada como un

blanco de amplificacion especifico para Cyclospora cayetanensis.

Lalonde et al. 2008 reportaron que esta secuencia era altamente especifica de
Cyclospora cayetanensis cuando realizaron una comparacion con Eimeria e
Isospora, estos dos protozoos presentan una homologia con Cyclospora
cayetanensis, sin embargo, la investigacion de estos autores demostré una
amplificacion Unica en este protozoo de interés (Cyclospora cayetanensis).
Ademas de realizar un alineamiento de estas secuencias con otras especies
del género de Cyclospora encontrando que solamente la secuencia de la

subunidad reportada amplificaba la especie Cyclospora cayetanensis.

Una investigacion reportada por Jaco et al. 2014 demostré la deteccion de
Cyclospora cayetanensis mediante diferentes variaciones de la técnica
molecular PCR (ver Tabla 2).

Tabla 2. Ensayos basados en la deteccion y caracterizacion molecular por PCR de Cyclospora

cayetanensis.

Especie Método de Deteccién del Blanco de Tipo de #de % de
amplificacion método amplificacion muestra Muestra especificidad y
sensibilidad
Multiplex nested Electrophoresis SSU Rdna Coprolégica 1 95% / 95%
PCR
Cyclospora PCR Electrophoresis ITS2 ‘Muestras 5 95% / 95%
cayetanensis |r_1<_)c_u|adas
artificialmente
PCR anidada Electrophoresis SSU Rdna Espinaca 1 73% | 73%
PCR anidada Electrophoresis SSU Rdna Rucula 1 73% / 73%

PCR anidada Electrophoresis SSU Rdna Frambuesa 1 95% / 95%
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3. ESTADO DEL ARTE

La contaminacion de alimentos por parasitos es un problema de salud publica
a nivel mundial, especialmente en América Latina. Esta region se caracteriza
por ser una de las principales fuentes de distribucién de frutas y vegetales,
dado que distribuye considerables cantidades de estos alimentos a diferentes
paises del mundo. En Colombia, se ha logrado evidenciar algunos brotes por
consumo de alimentos contaminados por protozoos como Toxoplasma gondii,
Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp, Trypanosoma cruzi, Cyclospora
cayetanensis y Entamoeba histolytica. Sin embargo, también se ha establecido
que cuando el agente etiolégico implicado es un parasito al presentarse
eventos de transmision alimentaria, es evidente la falta de reportes o la
ejecucion de diagnosticos tempranos. Por tal motivo se evidencia la gran

falencia que presenta este aspecto en la salud publica (41).

Desde su primera descripcion en 1986, a Cyclospora cayetanensis se le ha
relacionado con brotes diarreicos en diversos paises en los que el principal
vehiculo de transmision han sido alimentos que se ingieren crudos,
especialmente fresas, frambuesas, lechuga y albahaca. Desde 1990 y hasta
la fecha al menos 11 brotes de ciclosporiasis asociados a alimentos se han
reportado en los Estados Unidos y Canada, en donde se han visto afectadas
aproximadamente 3.600 personas. En estos casos una de las principales
hipotesis asocia el agua de riego como el principal vehiculo de contaminacion
de las frutas y vegetales involucrados; sin embargo, no existe hasta el
momento datos publicados que lo confirmen, sumado a esto la resistencia
demostrada por los coccidios, incluyendo Cyclospora cayetanensis, a varios
desinfectantes, entre ellos el cloro en los niveles utilizados para el tratamiento
de las aguas, aumentan la posibilidad de transmisién a través de este vehiculo
y ponen de manifiesto la necesidad de ejercer un control y un proceso de
vigilancia en los suministros utilizados para el consumo humano y para el riego

de cultivos en el campo de la agricultura (42).
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El procedimiento de analisis de muestras de alimentos para determinar la
presencia de Cyclospora cayetanensis es relativamente reciente. Actualmente
se realiza por medio de microscopia y andlisis molecular por el método de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para lograr esta deteccién en
diferentes matrices vegetales o muestras ambientales, se requiere de ampliar
estudios que permitan evaluar la composicion biolégica de los ooquistes y el

comportamiento de estos mismos en la naturaleza (42).

Las técnicas moleculares han sido la herramienta funcional para la deteccién
0 presencia de estos microorganismos en las fuentes de interés, sin embargo,
una de las falencias con estas muestras de campo ha sido lograr métodos de
extraccion de ADN que permitan obtener cantidad y pureza de estos ooquistes,
es por ello que el reto siempre ha estado en cuanto a generar métodos de
recuperacion de estas formas parasitarias de las diferentes muestras en

campo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Optimizar un método para la recuperacion de ooquistes y una
prueba molecular para la deteccion de ADN de Cyclospora
cayetanensis en muestras vegetales de Lactuca sativa var. Iceberg
(L) & Brassica oleracea var. Capitata (L) (lechuga y repollo).

4.2 Objetivos Especificos

Evaluar las condiciones de un método para la recuperacion de
ooquistes de Cyclospora cayetanensis en muestras de Lactuca

sativa var. Iceberg (L) & Brassica oleracea var. Capitata (L).

Evaluar 3 métodos de extraccion de ADN con el fin de conocer cual
permite obtener mayor concentracion y pureza de ADN de

Cyclospora cayetanensis.

Establecer el limite de deteccion de la prueba por PCR en las
muestras vegetales de Lactuca sativa var. Iceberg (L) & Brassica
oleracea var. Capitata (L) inoculadas experimentalmente con

ooquistes de Cyclospora cayetanensis.
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5. MATERIALES Y METODOS

La metodologia realizada en este trabajo se sintetiza en el siguiente esquema

con base en los objetivos planteados (Figura 2):

Objetivo 1: Objetivo 3:
Objetivo 2:
Evaluar Establecer el limite

condiciones de un
método para la
recuperacion de
ooquistes de
Cyclospora
cayetanensis en
muestras de

Lactuca sativa var.

Iceberg (L) &
Brassica oleracea
var. Capitata (L).

Evaluar 3 métodos
de extraccién de
ADN con el fin de

conocer cual
permite obtener
mayor
concentracién y
pureza de ADN de
Cyclospora
cayetanensis.

de deteccion de la
prueba por PCR en
las muestras
vegetales de
Lactuca sativa var.
Iceberg (L) &
Brassica oleracea
var. Capitata (L)
inoculadas
experimentalmente
con ooquistes de
Cyclospora
cayetanensis.

Figura 2. Esquema de actividades propuestas para el desarrollo del proyecto.

5.1 Area de estudio y aspectos bioéticos de la investigacion

El desarrollo de esta investigacion contd con la normatividad, las instalaciones
y los equipos necesarios para la culminacién de este estudio. Asi mismo el
proyecto se realizé con el respaldo del grupo de investigacion en parasitologia
molecular (GEPAMOL) que cuenta con mas de 15 afios de experiencia en el
area cientifica, especificamente en el campo de Parasitologia molecular e

Inmunologia, lo cual aseguré la calidad técnica y cientifica del proyecto.

En todos los procedimientos realizados durante el desarrollo del proyecto de
investigacion se tuvieron en cuenta las normas de bioseguridad establecidas
en el laboratorio que aseguraron la integridad de los investigadores y del medio
ambiente, estas incluyeron el uso de cabinas de flujo laminar tipo Il para el

manejo de los ooquistes inactivados de Cyclospora cayetanensis, asi mismo
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los residuos con riesgo biolégico se descartaron en bolsas rojas, los quimicos

fueron inactivados utilizando todos los elementos de proteccion personal.

5.2 Obtencion de ooquistes de Cyclospora cayetanensis
La muestra control fue donada por el Departamento de salud publica de la
facultad de medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Esta consistia
en ooquistes conservados con formol-éter al 10% a temperatura ambiente en
tubo eppendorf, y fue enviada al Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad del Quindio, al grupo GEPAMOL en la linea de investigacion
Protozoos de transmisién alimentaria e hidrica y su presencia en medio
ambiente de alta montafia. La muestra fue considerada con riesgo minimo
segun el articulo 11 de la resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud.
Para el transporte y manipulacion de la muestra se utilizaron los materiales y

equipos necesarios teniendo en cuenta todas las normas de bioseguridad.

5.2.1 Obtencion de muestras vegetales

Las muestras de lechuga variedad Iceberg y repollo variedad Capitata, se
adquirieron en supermercados locales; a estas muestras se les realizé un
lavado inicial (descartando 3 de sus hojas mas externas, respectivamente)
introduciendo las muestras en bolsas de polipropileno estériles vy
sumergiéndolas en 1 litro de solucién salina estéril al 0,9% hasta quedar
totalmente cubiertas, realizando movimientos periddicos de agitaciéon manual.
Esto con el fin de retirar las impurezas que pudieran interferir en los resultados.
Se dej6 reposar la muestra durante 1 hora a temperatura ambiente
corroborando la efectividad del lavado de las muestras. Se trabajo con 200 gr
como peso inicial, segun el peso representativo para trabajar con muestras de
alimentos estimado por el INVIMA, como se indica:

“Cortar o separar porciones de alimentos con cuchillo esterilizado u otro
implemento, si es necesario. Recoger asépticamente por lo menos 200 gr de

muestra con un implemento esterilizado y transferir a una bolsa de plastico o
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a un frasco de vidrio de boca ancha esterilizados. Tomar diferentes muestras
de arriba al centro y de otros lugares segun se considere necesario. Refrigerar,
congelar o mantener a temperatura ambiente segtin sea el caso” (Instructivo

para toma de muestras y andlisis de productos alimenticios y bebidas, 2003).

De acuerdo con los resultados obtenidos al procesar las muestras con ese
peso (presentando dificultades al procesar una muestra tan grande), éste se
redujo hasta llegar a 35 gr, teniendo en cuenta los pesos referenciados en la

literatura y realizando un promedio de ellos.

5.2.2 Inoculacion experimental de ooquistes de Cyclospora

cayetanensis en muestras vegetales (Lechugay Repollo)

Las muestras vegetales (Lechuga y Repollo) previamente pesadas, se
inocularon a partir de 5, 10 y 50 ooquistes de Cyclospora cayetanensis
mediante un pipeteo en cruz y por ultimo en el centro dispersando su volumen
para garantizar homogeneidad, en 50 ml de solucién salina 0.9% en un tubo
falcon estéril. Se adiciond éste volumen en sentido horizontal a la bolsa que
contenia la muestra empapando las hojas vegetales con la soluciéon
contaminada. Este procedimiento se realizé por triplicado en cada una de las
diferentes concentraciones de ooquistes (5, 10 y 50). Se dejo reposar la
muestra a una temperatura que oscilaba entre 4 a 8°C en nevera durante 18
horas. Cada uno de los ensayos realizados contd con su respectivo control
negativo. Estos, se procesaron de igual manera que las contaminadas
artificialmente, exceptuando la etapa de inoculacion para establecer que las
muestras no estuvieran contaminadas desde su adquisicion. Esta metodologia
fue tomada de Hernandez-Arango et al. 2019 (Detection of Giardia spp. with

formalin/ether concentration in Brassica oleracea (cabbage) and Lactuca sativa (lettuce)).
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5.2.3 Método de recuperacion para ooquistes de Cyclospora

cayetanensis en muestras vegetales (Lechugay Repollo)

Posterior a la inoculacion experimental de ooquistes de Cyclospora
cayetanensis en las muestras vegetales (Lechuga y Repollo), se utilizaron dos
tipos de soluciones como extractantes: Glicina 1M pH: 5.5 y solucion de lavado
(Tween 80 0.1%, PBS 1X y Acido Sulfamico) pH: 3.5, se adicionaron 200 ml
del extractante a cada una de las muestras. Los ooquistes se eluyeron
sellando la bolsa de polipropileno durante 30 segundos y posteriormente se
transfirieron al equipo BagMixer® 400 W, Interscience for microbiology Ref. 022
230, para realizar la agitacion mecanica de las muestras. Esta metodologia fue
tomada de Hernandez-Arango et al. 2019 (Detection of Giardia spp. with

formalin/ether concentration in Brassica oleracea (cabbage) and Lactuca sativa (lettuce)).
5.2.4 Agitacion mecanica

Se realiz6 una agitacion de 5 ciclos durante 30 segundos. Utilizando el equipo
BagMixer®, de manera cualitativa por golpes: “low” y de manera cuantitativa a
una velocidad: 3 (de 4 velocidades que maneja el equipo) y una separacion de
las palancas agitadoras de 14 (de 20 que presenta el equipo) variables
establecidas para las muestras de Repollo (Brassica oleracea). Finalmente
para el proceso de recuperacion a partir de las muestras de Lechuga (Lactuca
sativa) se utilizé una velocidad de 3 y una separacién con respecto a las

palancas del equipo de 12.
5.2.5 Concentracién de muestras por el método Formol-Eter

Se removieron los restos vegetales de las bolsas de polipropileno,
respectivamente, tratando de recuperar la mayor cantidad de liquido (50 ml
solucion salina contaminada + 200 ml extractante); éste, se dividio en tubos
falcon de 50 ml (aproximadamente 5) y éstos se centrifugaron a 3500 rpm

durante 10 minutos a 4°C en una centrifuga Hermle modelo Z 446 K (Hermle
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Labor Technik GmbH, Wehingen, Alemania).

Se descart6 el sobrenadante de cada falcon, posteriormente se agité en vortex
cada tubo y se concentr6 el volumen en un tubo final, alcanzando
aproximadamente un volumen total de 40 ml. Se centrifugé este tubo
nuevamente a 3500 rpm durante 10 minutos, luego se descartdé el
sobrenadante y se complet6 el sedimento hasta 7.5 ml. Se empleé la prueba
de formalina/éter para concentrar los ooquistes recuperados en las muestras
de alimentos, segun el procedimiento reportado por Lora-Suérez et al. 2016
(43). A continuacion, se adiciond 7.5 ml de solucion de formol salino al 10% y
3 ml de éter dietilico al 99% (Sigma, EE.UU.). Se sell6 el tubo, se agitd
vigorosamente para lograr poner en contacto el éter dietilico con todas las
partes del sedimento y se realiz6 una nueva centrifugacion a 2500 rpm durante
5 minutos. Se formaron tres capas diferentes: (i) un sedimento en el fondo, (ii)
solucion salina e impurezas organicas y (iii) éter dietilico en la parte superior.
Se decantaron las dos capas superiores de manera que soOlo quedaba el
sedimento en el tubo. Se obtuvo un volumen final entre 500 pl — 1 ml
aproximadamente para la visualizacion al microscopio 6ptico (Tomando como
referencia el protocolo descrito en el método de la EPA EE.UU. Environmental

Protection Agency 1623).
5.2.6 Tincion Ziehl-Neelsen modificada

Se adicioné en portaobjetos un volumen de ~20 pl del volumen final de cada
muestra recuperada. Se esperd que la muestra estuviera totalmente seca en
el portaobjetos. A continuacién, se realizd la tincién (coloraciéon para
diagnéstico de microorganismos que tienen la propiedad de resistir la
decoloracion con alcohol-acido). Cuando la muestra estaba completamente
seca se adicion6 el colorante Fucsina fenicada ZN durante 10 minutos.
Posteriormente se lavo el portaobjetos con abundante agua, retirando por

completo el colorante. Luego se adicion6 a la muestra Alcohol acido ZN
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durante 3 minutos, esto con el fin de retirar por completo la coloracion. Se retird
el decolorante con abundante agua y posteriormente se adicioné a la muestra
Azul de metileno al 1% durante 3 minutos, seguidamente se lavo la muestra
con abundante agua y finalmente se esperaba que la muestra estuviera

totalmente seca y se observaba al microscopio optico.
5.2.7 Microscopia 6ptica

Se realiz6 la visualizacion de las muestras mediante el microscopio 6ptico

Olympus CX 31 bajo el objetivo de 100x con aceite de inmersion.
5.2.8 Férmula porcentaje de recuperacion

Para cada observacion se aplicé la siguiente formula; asi lograr calcular el
porcentaje de recuperacion de los ooquistes de Cyclospora cayetanensis por
cada muestra.

%R Numero de ooquistes observados en la muestra recuperada x 100%
0 p—

Ooquistes inoculados

%R: porcentaje de recuperacion por muestra.

5.3 Extraccion de ADN de ooquistes de Cyclospora cayetanensis

Previamente a la extraccion de ADN; como se describié con anterioridad en la
metodologia del conteo de los ooquistes de Cyclospora cayetanensis, se
obtuvo el promedio de las formas parasitarias presentes en la muestra control
que contenia un volumen final de 1 mL. Posteriormente se realizaron
diferentes célculos con el fin de iniciar las extracciones de ADN a partir de un
gran numero de ooquistes hasta llegar a una minima concentracion de
ooquistes logrando la amplificacion del ADN control de Cyclospora
cayetanensis. Para ello se realizaron diferentes concentraciones de ooquistes
a partir de 5, 10 y 50 ooquistes. Seguidamente se realizaron lavados a los

ooquistes con una solucion de PBS al 1X llevando a centrifugar esta muestra
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control a 2500 rpm durante 5 minutos a 4°C con el fin de reducir impurezas.

La extraccion de ADN para los ooquistes de Cyclospora cayetanensis se llevo
a cabo utilizando el kit de extraccion de QIAGEN (QlAamp DNA Mini Kit - Ref.
60404) con algunas modificaciones. Se realiz6 paso a paso las etapas del Kit
de extraccion QIAGEN agregando a la muestra control 20 ul de Proteinasa K,
luego se adicionoé el Lysis Buffer como indica el estuche y a continuacion se
llevd la muestra a bafio maria sometiendo la muestra a choques térmicos
durante 15 minutos y seguidamente se llevd la muestra al Thermoblock
durante 20 minutos a 150°C. Se dejo reposar la muestra en hielo durante 10
minutos y se llevo a incubar en hibridizador durante 1 hora y 40 minutos.
Posteriormente se adicionaron las perlas de silicato de circonio a la muestra y
se llevé el tubo eppendorf al equipo Minibead-Beater realizando una agitacion
mecanica (ver Tabla 3). Es de anotar que durante cada ciclo mecanico de dejo

reposar la muestra en hielo durante 1 minuto.

Tabla 3. Condicidon optimizada durante la etapa de lisis mecanica de los ooquistes de

Cyclospora cayetanensis.

Perlas Circonio Agitaciéon Mecanica
Condicion: Diametro Cantidad Tiempo
1 mm 0,29 30s+30s+30s+30s+30s+30s+30s+30s

Posterior a la etapa de lisis mecanica se transfirio la muestra gentilmente
llevando a cabo la separacién de las perlas de silicato de circonio. Se adicion6
Etanol al 96% y se llevo todo el contenido de la muestra a los tubos de columna
y tubo colector que trae el kit. Se centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto a
23°C, descartando el tubo colector y transfiriendo el tubo de la columna a un
nuevo tubo. Durante este paso se adiciondé a la muestra Wash Buffer,
nuevamente se centrifugé a 14000 rpm durante 3 minutos a 23°C. En este
procedimiento se separa gentilmente el tubo de la columna y se transfiere a

un nuevo tubo eppendorf, seguidamente se adicion6 Elution Buffer y se dejo
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reposar la muestra durante 1 minuto a temperatura ambiente. Finalmente se
centrifugd a 8000 rpm durante 1 minuto a 23°C descartando el tubo de la
columna y cuidadosamente se conserva el tubo eppendorf que contiene la
purificacion final de la extraccion de ADN. Todos los productos fueron
cualificados en un espectrofotometro EPOCH de BioTeckTM, y se tuvieron en
cuenta las relaciones 260/280 para descartar impurezas con proteinas y
260/230 para descartar contaminacion con fenoles, carbohidratos vy
compuestos aromaticos. Las muestras se procesaron por triplicado.
Adicionalmente durante cada ensayo se procesO una muestra sin ooquistes,
con el fin de determinar una muestra control de contaminacion durante el

proceso de extraccion de ADN.

Durante la etapa de lisis de membrana de los ooquistes en la extraccion de
ADN se realiz6 a través de un método fisico en este caso con la utilizacion del
equipo Sonicador, un método mecanico a través del Minibead-Beater y un
método quimico cuando solamente se realizaron las extracciones a través del
QIAamp DNA Mini kit (QIAGEN). Esto con la finalidad de poder conocer a partir
de estos tres métodos cual permitiria obtener mayor concentracion y pureza

de ADN de Cyclospora cayetanensis.
Seleccion de primers:

Para la seleccion de los primers se llevo a cabo una revision en la literatura y
en la base de datos PubMed NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/), realizando
un andlisis de secuencias para determinar los criterios de seleccion del blanco,
en este caso la secuencia que codifica la sub unidad ribosomal 5.8S del
genoma de Cyclospora cayetanensis con un amplificado de 116 pb (44)
(siendo especifica de esta especie y altamente conservada; se realizé un

BLAST Nucleotide (NCBI) para determinar la especificidad de los mismos.
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5.4 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Posterior a la extraccion de ADN se evaluaron las condiciones de la técnica de
la PCR optimizando dicha prueba molecular hasta lograr una amplificacion de
una banda de 116 pb.

A continuacion, se realiz6 una PCR convencional, con el estuche GoTaq
Green Master Mix, siguiendo las recomendaciones del fabricante en el equipo

Termociclador Veriti 96-Well de Applied Biosystems (ver Tabla 4y 5).

Tabla 4. Componentes de mezcla para la implementacion de la técnica molecular PCR.

Reactivo Volumen (pl)
Gotaq 12,5
Primers
10 uM c/u 1
BSA 0,5
Agua 6
ADN 4
Volumen total 25

Tabla 5. Condiciones evaluadas para la técnica molecular PCR para la amplificacién de ADN

control de Cyclospora cayetanensis (Lalonde et al., 2008):

PCR
Ciclos Temperatura Tiempo
(°C)
Denaturalizacion 95 2 min
95 30 seg
Condiciones Hibridacién 40 59 30 seg

72 30 seg
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Extension 72 5 Min

Cada PCR tuvo un control negativo de la reaccién, el cual consistié en agregar
todos los componentes de la mezcla excepto el ADN, con el fin de analizar
posibles agentes contaminantes. Para el control positivo en este caso no se
contaba con dicho control dado que en el laboratorio ni en la linea de
investigacion donde se ejecuto este proyecto, no se tenian aislados puros, es
decir, cultivo de ADN de ooquistes de Cyclospora cayetanensis. Es por esta
razon que surgio la necesidad de obtener a través de la técnica de clonacion,
un constructo a través de un plasmido control positivo con la secuencia del gen
de interés en este caso la sub unidad ribosomal 5.8S del genoma de
Cyclospora cayetanensis. Finalmente, durante estos ensayos experimentales
de PCR se utiliz6 ADN control de especies emparentadas con Cyclospora
cayetanensis, en este caso con ADN de Cryptosporidium parvum, Blastocystis
sp, Giardia sp, y Toxoplasma gondii, con el fin de descartar alguna posibilidad
de reaccién cruzada. Los productos amplificados se observaron en un gel de

agarosa al 1,5 %.

5.4.1 Disefio de plasmido (control positivo de Cyclospora

cayetanensis)

Para llevar a cabo el desarrollo de un plasmido control de Cyclospora
cayetanensis, se contacto a la empresa GenScript (Make Research Easy) en
Estados Unidos, para lograr finalmente la obtencion de este constructo como
se observa en la Figura 3. Este, fue disefiado con la secuencia blanco de
interés que codifica para el gen de la sub unidad ribosomal 5.8S. Como se
describe con anterioridad en la metodologia de la seleccion de los primers, ya

se habia corroborado la fidelidad filogenética de las secuencias.

Posteriormente a la obtencion del plasmido control, este fue resuspendido e

hidratado en un Buffer siguiendo paso a paso las instrucciones del fabricante.
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Seguidamente se describe la metodologia de competencia y transformacion
de E. coli OneShot ® Topl0 bacterias disefiadas genéticamente para clonar

plasmidos.

/

Forward:

Reverse:

.

\

5'GCAGTCACAGGAGGCATATATCC 3

5’ATGAGAGACCTCACAGCCAAAC 3’

W

Figura 3. Representacion grafica de la insercion de la secuencia en el vector pUC57.

Plasmid Construct Map. GeneScript USA.

5.4.1.1 Competenciay transformacion de E. coli OneShot ® Top 10

El proceso de transformacion se realizé con el estuche OneShot ® TOP10
Competent E. coli (Life technoigies, Catalogo C4040-10), de acuerdo con las

instrucciones del proveedor.

Para la obtencion de las células transformadas, estas se resuspendieron en
medio LB (Luria Broth-Probiotek) sélido suplementado con ampicilina a 150
pg/ml y se incubaron durante toda la noche a 37°C, se revisaron los cultivos
para seleccionar las células que habian incorporado el vector. La seleccion se
realizd teniendo en cuenta que el vector poseia una secuencia que le daba
resistencia a la ampicilina a la célula, por lo tanto, las células transformadas

se visualizaron como puntos blancos en el medio sélido, se tomaron dos
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colonias de las que habian crecido teniendo en cuenta tomar las que

estuvieran mas alejadas unas de otras.

Posteriormente se llevaron las colonias transformadas por separado a tubos
falcon de 50 ml con agar LB (Luria Broth-Probiotek) suplementado con
ampicilina a 150 pg/ml y se incubaron durante cinco horas en agitacion
constante hasta que se obtuvo una densidad 6ptica de OD: 0,3 a 600nm (leida
en espectrofotdmetro), posteriormente fueron criopreservadas en medio para
criopreservacion (LB liquido+glicerol en proporcion 1:1). Consecutivamente se

realizo la extraccion y purificacion del plasmido.
5.4.1.2 Extraccién y purificacién de plasmido

Finalmente se procedié a realizar la extraccién y purificacion del plasmido
(pUC57) con ayuda del estuche PureLinkTM Quick Plasmid Miniprep de (Life
Technologies, Catalogo K2100-10) segun las especificaciones del proveedor
y se cuantificé por espectrofotometria. Posteriormente se realiz6 una PCR
confirmatoria sobre el producto de la purificacién, utilizando el mismo
programa descrito con anterioridad en la metodologia de PCR para Cyclospora
cayetanensis. Los productos de la PCR se corrieron en un gel de agarosa al

1.5% visualizados en transiluminador.

5.5 Limite de deteccion de la prueba por PCR en las muestras
vegetales de Lactuca sativa var. Iceberg (L) & Brassica oleracea
var. Capitata (L) inoculadas experimentalmente

Previamente en la descripcion de la metodologia de la inoculacion
experimental de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en las muestras
vegetales de interés en este proyecto, se puntualizO paso a paso el
procedimiento para lograr la inoculacion de estos ooquistes en estas matrices
vegetales. Es por ello que posterior a la optimizacién de la técnica molecular

por PCR para Cyclospora cayetanensis, se debia establecer finalmente la
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minima concentracion de ooquistes que detecta la PCR sobre las matrices
vegetales de interés. En ese orden de ideas se realizaron varios ensayos de
inoculacion a partir de una concentracion de 5, 10 y 50 ooquistes de
Cyclospora cayetanensis. Asi se establecio la sensibilidad de la prueba por
PCR en estas matrices blanco de interés. Posteriormente a la inoculacion
experimental de las muestras, se realizo las respectivas extracciones de ADN
a cada uno de estos ensayos Yy finalmente se llevo a cabo la deteccion por
PCR logrando establecer el limite de deteccion. Cada ensayo se realizé por

triplicado.
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6. RESULTADOS
6.1 Conteo de ooquistes de Cyclospora cayetanensis a partir de la

muestra control

Se realiz6 el conteo de las formas parasitarias presentes en la muestra control.

Los resultados estan reportados en la Tabla 6.

Tabla 6. Conteo de ooquistes de Cyclospora cayetanensis a partir de la muestra control.

Conteo: Numero de ooquistes observados:
#1 15
#2 16
#3 14
#4 15
#5 13
#6 14
#7 13
#8 12
#9 11
# 10 11

Total: 134

Promedio: 134 /10 =13
Nota: durante la realizacion del conteo de los ooquistes presentes en la

muestra control se tuvo 2 observadores como minimo.

e férmula para calcular aproximadamente el numero de ooquistes

presentes en 1 ml de la muestra control:

13/4 x 2 x 10.000 = 65.000 ooquistes.
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6.2 Inoculacion experimental de ooquistes de Cyclospora

cayetanensis en muestras vegetales (Lechugay Repollo)

Una vez se establecio el volumen en micro litros que permitié la concentracion
exacta de los ooquistes de Cyclospora cayetanensis para las tres condiciones
de concentracion que se evaluaron en este trabajo (ver Tabla 7), se continué

con las inoculaciones en las muestras vegetales.

Tabla 7. Volimenes especificos de la muestra control para la inoculacién de las formas
parasitarias en las muestras vegetales a partir de las diferentes concentraciones de ooquistes

de Cyclospora cayetanensis.

Concentracion de Volumen de la muestra control
ooquistes
[15 2.5 ul
[]10 6 pl
[]150 23 pl

Como se describe en la metodologia se realizé el lavado de las muestras con
solucion salina estéril al 0.9% y posteriormente se pesaron 35 gr por cada
muestra vegetal hasta completar los 200 gr (Instructivo para toma de muestras
y analisis de productos alimenticios y bebidas, 2003). Finalmente fueron
transferidas a las bolsas de polipropileno. Por tanto se llevé a cabo la
inoculacién de los ooquistes de Cyclospora cayetanensis en las muestras de
lechuga y repollo. Este procedimiento se realiz6 para cada concentracion de
ooquistes establecida: []15,[]10y[] 50 (Figura 4). Posteriormente se dejaron

las muestras en un periodo de reposo durante 18 horas a 4°C.
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Lactuca sativa v Brassica oleracea
Concentracionde Muestra con ooquistes de Cyclospora Concentracion de
ooquistes cayetanensis ooquistes
[15 [15
[110 , ————————— ~ [110
L I Triplicado + I b
I Control Negativo )

N )

Figura 4. Esquema general de la inoculacién de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en

muestras vegetales (lechuga y repollo).

6.3 Método de recuperacion para ooquistes de Cyclospora

cayetanensis en muestras vegetales (Lechugay Repollo)

v El extractante Glicina 1M pH: 5.5 fue utilizado para la recuperacion de
los ooquistes de Cyclospora cayetanensis en las muestras de Lactuca
sativa (lechuga).

v Mientras que la Solucion de Lavado (Tween 80 0.1%, PBS 1Xy Acido
Sulfamico) pH: 3.5 fue empleada para la recuperacion de los ooquistes

de Cyclospora cayetanensis en las muestras de Brassica oleracea

(repollo).

Posterior a la adicion de los extractantes en las muestras vegetales
correspondientes cada uno con una solucion especifica como se menciona en
el procedimiento anterior, se realizé la agitacion mecéanica a través del equipo
BagMixer® (Figura 5), el cual permitié simular los movimientos peristalticos del
estbmago, esto con el fin de remover las formas parasitarias adheridas a la
matriz vegetal y finalmente se recuperé el contenido por cada muestra en las

diferentes concentraciones de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en tubos

falcon de 50 ml.
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Agitacién mecanica:
Stomacher (BagMixer® 400 W, Interscience for microbiology Ref. 022 230, Colombia)

R ‘R II gap: 12 \
speed: 3 Lactuca
I ciclos: 5 sativa
| time: 30 seg l
| e —— =
- A AR O D S S — .
M I’ gap: 14 _
“... J ) speed: 3 Brassica
Brassica oleracea BagMixer® | . ciclos: 5 oleracea
— | time: 30 seg I
R ——— =

Figura 5. Esquema general del método de recuperacién de ooquistes de Cyclospora

cayetanensis en muestras vegetales (lechuga y repollo).
Modificacion de variables en la etapa de agitacion mecanica:

Tabla 8. Comparacion de las condiciones optimizadas para la recuperacion de ooquistes de

Cyclospora cayetanensis en muestras vegetales de Lactuca sativa & Brassica oleracea.

Condiciones: Condiciones:
Hernandez-Arango et al. 2019 Optimizadas en este trabajo

Lactuca Sativa Brassica Oleracea Lactuca Sativa Brassica Oleracea

Speed: 2 Speed: 3 Speed: 3 Speed: 3
Gap: 8 Gap: 10 Gap: 12 Gap: 14
Ciclos: 5/ Tiempo: 30 seg Ciclos: 5/ Tiempo: 30 seg
Equipo: BagMixer® Equipo: BagMixer®

Se llevo a cabo la centrifugacion de las muestras recuperadas a 3500 rpm
durante 10 minutos hasta obtener un volumen final aproximadamente entre
500 pl a 1 ml y posteriormente el volumen total de la muestra se le realizo la
coloracion Ziehl-Neelsen donde se observé al microscopio en un objetivo de

100X, de esta manera establecer el porcentaje de recuperacién por cada
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muestra inoculada a diferentes concentraciones de ooquistes de Cyclospora

cayetanensis.

6.3.1 Deteccion de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en
Lactuca sativa var. Iceberg (L) (Lechuga)

Se registr0 una efectiva recuperacion de ooquistes de Cyclospora
cayetanensis, con un porcentaje en promedio del 60% = 20 cuando se
inocularon 5 ooquistes en la muestra problema. Para la recuperacién a partir
de 10 ooquistes en la muestra de lechuga se obtuvo un porcentaje de
recuperacion en promedio del 53,3% + 11.5 y finalmente se obtuvo en
promedio un porcentaje de recuperacion del 41,3% + 11 cuando se inocularon
las muestras a partir de 50 ooquistes de Cyclospora cayetanensis (ver Tabla
9).

6.3.2 Deteccién de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en

Brassica oleracea var. Capitata (L) (Repollo)

Para las muestras de repollo, se obtuvo un porcentaje de recuperacion en
promedio del 33,3% = 11,5 cuando dichas muestras de repollo fueron
inoculados a partir de 5 ooquistes, cuando se trabajé bajo una concentracién
de 10 ooquistes para la muestra problema, el porcentaje de recuperacion en
promedio fue del 33,3% * 5,7 y finalmente cuando las muestras fueron
inoculadas a partir de 50 ooquistes de Cyclospora cayetanensis el porcentaje
de recuperacion fue en promedio del 28% + 5,2 (ver Tabla 9).
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Tabla 9. Porcentajes de recuperacion de ooquistes de Cyclospora cayetanensis a partir de las

muestras vegetales inoculadas en diferentes concentraciones.

% de recuperacion % de recuperacion % de recuperacion a

Muestra

a partirde 5
ooquistes:

a partir de 10
ooquistes:

partir de 50
ooquistes:

Lactuca sativa
var. Iceberg (L)

Ensayo 1: 80%
Ensayo 2: 60%
Ensayo 3: 40%

Ensayo 1: 60%
Ensayo 2: 40%
Ensayo 3: 60%

Ensayo 1: 34%
Ensayo 2: 36%
Ensayo 3: 54%

Promedio * SD*

60% * 20

53,3% + 11.5

41,3% +11.01

Brassica
oleracea var.
Capitata (L)

Ensayo 1: 40%
Ensayo 2: 20%
Ensayo 3. 40%

Ensayo 1: 30%
Ensayo 2: 40%
Ensayo 3. 30%

Ensayo 1: 24%
Ensayo 2: 26%
Ensayo 3: 34%

Promedio + SD* 33,3%+ 11,5 33,3% +5,7 28% +5,2
SD*: desviacion estandar.
6.3.3 Registro fotografico de los ooquistes de Cyclospora

cayetanensis recuperados en las diferentes muestras
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Figura 6. Ooquistes de Cyclospora cayetanensis, tefiidos por la coloracién Ziehl-Neelsen.
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Observacion en microscopio 6ptico en objetivo 100X posterior al método de recuperacion
planteado en este trabajo. Se realizd confirmacién del registro fotografico por un experto en

parasitologia.

6.4 Extraccion de ADN de ooquistes de Cyclospora cayetanensis
Al analizar las cuantificaciones obtenidas a partir de los tres métodos de
extracciéon de ADN de los ooquistes de Cyclospora cayetanensis (Tabla 10 A
y B), se encontr0 que, el mejor método que permiti0 obtener mayor
concentracion y pureza de ADN de Cyclospora cayetanensis, se logro a partir
de la optimizacion de las perlas de silicato de circonio mas el choque térmico
como se describié en la metodologia. Logrando asi inferir que la etapa de lisis

mecanica debia ser la clave para el rompimiento de la pared quistica.
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Tabla 10 (A). Cuantificaciones obtenidas a partir de la extraccion de ADN de 10 ooquistes de

Cyclospora cayetanensis (cuantificacion y pureza de ADN: 260nm/280nm).

Observacion Lisis [ADN] Pureza
2 Perlas + Choque térmico 3,8705 ng/ul 2,0395
3 Perlas + Choque térmico 4,8615 ng/ul 2,1735 )
1 Sonicador 0,903 ng/ul 1,4745
2 Sonicador 0,807 ng/ul 1,516
3 Sonicador 0,755 ng/ul 0,753
1 QlAamp DNA Mini kit 1,0525 ng/pl 1,393
2 QIlAamp DNA Mini kit 0,7955 ng/ul 0,728
3 QIlAamp DNA Mini kit 0,6495 ng/ul 1,3

Tabla 10 (B). Cuantificaciones obtenidas a partir de la extraccion de ADN de 50 ooquistes de

Cyclospora cayetanensis (cuantificacién y pureza de ADN: 260nm/280nm).

Observacion Lisis [ADN] Pureza
2 Perlas + Choque térmico 12,198 ng/pl 2,099
3 Perlas + Choque térmico 9,654 ng/ul 1,701 )
1 Sonicador 0,9 ng/ul 1,985
2 Sonicador 0,71 ng/ul 2,798
3 Sonicador 3,12 ng/pul 4,624
1 QIlAamp DNA Mini kit 0,922 ng/ul 0,305
2 QIlAamp DNA Mini kit 1,621 ng/ul 0,814
3 QIAamp DNA Mini kit 0,955 ng/pl 0,011




39

Tabla 11. Sintesis de las condiciones seleccionadas para la lisis mecanica de los ooquistes
de Cyclospora cayetanensis durante las extracciones de ADN.

Ciclo de la Etapa Condiciones Optimizadas
Proteinasa K + Buffer (Qiagen) + Bafio maria, T°:
Choque térmico superior a los 100°C durante 15 minutos
Acondicionamiento de los
ooquistes en el Thermoblock T°: 150°C durante 20 minutos
Periodo de incubacion 1 hora y 40 minutos

8 ciclos durante 30 segundos, muestra en reposo

Minibead durante 1 minuto en hielo posterior a cada ciclo

6.5 Seleccion de primers

Tabla 12. Secuencia de primers de la regién ribosomal 5.8S de Cyclospora cayetanensis.

Gene Length: 116 pb. (https://www.nchi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2493149/pdf/0032-
08.pdf).

Primers seleccionados

Forward Reverse

5"GCAGTCACAGGAGGCATATATCC 3 5" ATGAGAGACCTCACAGCCAAAC 3

6.5.1 Condiciones de temperatura segun el Tm del disefio de los
primers

Forward: Tm= (7+4) * 2 + (6+6) * 4 = 70°C
Reverse: Tm= (9+2) *2 + (4+7) * 4 = 66°C



6.5.2 Blast NCBI (Nucleotide)

L]
BLAST > blastn suite

thlastn | thlasix |

Standard Nucleotide BLAST

Home

RecentResults  Sa

40

ved Strategies  Help

Enter Query Sequence
Enter gi(s), or FASTA ©

BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more...

Clear  Query subrange &

| GCAGTCACAGGAGGCATATATCC

‘ |

Resetpage Bookmark

BLAST results will be displayed =————

To in a new format bv default -
ns Graphic Summary Alignments Taxonomy -
Sequences producing significant alignments d v ge C ¥ Show
selectall 99 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results
Per. L
o O e e
Cycl is isolate 1Q-4 internal ibed spacer 1. partial uence: 5.8S rib | RNA gene, complete sequence; an 46.1 46.1 | 100% J0.010 100.00% MH588143.1
G C isolate 1Q-3 internal spacer 1, partial 588 i RNA gene,_complete ~an 46.1  46.1 ] 100% 0.010 100.00% MH588142.1
c is isolate 1Q-2 internal spacer 1, partial 58S RNA gene, complete can 461 461 | 100% 0.010 100.00% MH588141.1
c isolate 1Q-1 internal spacer 1_partial 588 RNA gene,_complete -an 46.1  46.1 ] 100% J0.010 100.00% MH588140.1
Cycl small subunit ribosomal RNA gene, partial internal transcribed spacer 1, 5.8 rib | RNAgene : 46.1  46.1 | 100% J0.010 100.00% AF301391.1
Cycl is small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene ¢ 46.1  46.1 ]| 100% J0.010 100.00% AF301386.1
Cyclospora ¢ strain NP20 clone 23 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 il RNA gene,_complete sequ 42.1 421 91% J0.16 100.00% AF303%64.1
C is strain NP21 clone 68 internal spacer 1, partial 588 il RNA gene,_complete sequ 421 421 91% 016 100.00% AF. 1
[« strain NP21 clone 66 internal spacer 1, partial 58S i RNA gene, complete seq 421 42.1] 91% ]0.16  100.00% AF303959.1
Cycl is strain NP21 clone 65 internal spacer 1, partial 588 il RNA gene,_complete sequ 421 421] 91% [J0.16 100.00% AF303858 1
Cycl is strain NP21 clone 45 internal spacer 1, partial 5.8S ribosomal RNA gene,_complete sequ 421 421§ 91% J0.16 100.00% AF303956.1

Tn

cayetanensis. Homologia del 100% especifica para esta especie.

BLAST  » blastn suite

Standard Nucleotide BLAST

Home

Recent Results

Saved Str.

igura 7. Secuencia del primer Forward para la sub unidad ribosomal 5.8S de Cyclospora

ategies  Help

‘_j»mlnmmlmtmxmx
‘ Enter Query Sequence

Enter gi(s), or FASTA @
ATGAGAGACCTCACAGCCAAAL

BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more..

Clear Query subrange &

From

To

BLAST results will be displayed

Baselnaos

in a new format by default
You can always switch back to the

|

Sequences producing significant alignments - load ge ~ Show | 100V | |
selectall 98sequences selected GenBank Graphics  Distance tree of resu
Dicrpton oo | Sor | Gove vaima| e | vl
Cycl a is strain NP20 clone 29 internal spacer 1, partial _5.8S ribosomal RNA gene, complete sequ 44.1  44.1 m 0.027 100.00% AF303965.1
c a is strain NP20 clone 23 internal spacer 1, partial 5.88S ril RNA gene, complete sequ 44.1 441 | 100% | 0.027 100.00% AF303964.1
Cycl is strain NP20 clone 17 internal spacer 1, partial 5.8S rib | RNA gene, lete sequ 44.1 441 | 100% 0.027 100.00% AF303963 1
Cyclospora cayetanensis strain NP20 clone 1 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S rib RNA gene. lete seque 44.1  44.1 | 100% ] 0.027 100.00% AF303961.1
Cycl is strain NP21 clone 68 internal transcribed spacer 1, partial 5.8S ribosomal RNA gene,_complete sequ 44.1  44.1 | 100% | 0.027 100.00% AF303960.1
Cycl a is strain NP21 clone 66 internal transcribed spacer 1, partial 5.8S ribosomal RNA gene, comy 441 441 | 100% §0.027 100.00% AF303959.1
[+ a is strain NP21 clone 65 internal transcribed spacer 1, partial 5.8S ribosomal RNA gene, sequ 44.1 441 | 100% J0.027 100.00% AF303958.1
(o) is strain NP21 clone 46 internal spacer 1, partial 58S ril RNA gene, lete sequ 44.1  44.1 | 100% ] 0.027 100.00% AF303957.1
[0} is strain NP21 clone 45 internal spacer 1, partial 5.8S ribosomal RNA gene, lete sequ 44.1 441 | 100% 0.027 100.00% AF303956 1
Cycl is small subunit rib | RNA gene, partial internal tr spacer 1,588 rib | RNA gene : 44.1 441 | 100% ]0.027 100.00% AF3013911
Cyclospora is small subunit rib: | RNA gene, partial internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene : 44.1  44.1 | 100% [0.027 100.00% AF301390.1
Cyclospora is small subunit ri RNA gene. partial internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene ¢ 44.1  44.1 | 100% ] 0.027 100.00% AF301386.1
G is small subunit rib: | RNA gene, partial internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene ¢ 44.1  44.1 | 100% ] 0.027 100.00% AF301388.1
Cycl is small subunit rib | RNA gene, partial internal tr spacer 1, 58S rib | RNA gene : 441 441 & 0.027 100.00% AF301387.1

T

cayetanensis. Homologia del 100% especifica para esta especie.

igura 8. Secuencia del primer Reverse para la sub unidad ribosomal 5.8S de Cyclospora
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6.6 Plasmido (control positivo de Cyclospora cayetanensis)

El plasmido control fue extraido del papel filtro como indicaba el protocolo del
fabricante, en este caso por la empresa GenScript. USA (Figura 9). Siguiendo
paso a paso las recomendaciones para una Optima extraccion vy

posteriormente se llevo a E. coli One Shot Top 10 competentes.

Control Plasmido:

» Subunidad ribosomal 5.8 S de Cyclospora
cayetanensis

GenScript para

del papel filtro.

Plasmido diluido en ¥ ¥
buffer TE Alicuotas: Plasmido

Figura 9. Esquema de la obtencion del plasmido control positivo de Cyclospora cayetanensis.

6.6.1 Transformaciony clonacion E. coli One Shot Top10

La transformacioén se llevé a cabo a partir de células competentes del estuche
OneShot ® TOP10 Competent E. coli que fueron sembradas en medio de
cultivo LB (Luria Broth) sélido suplementado con ampicilina a 150 pg/ml y se
incubaron durante toda la noche a 37°C. Posteriormente se revisaron los
cultivos para seleccionar las colonias que habian incorporado el vector (Figura
10 (A) y (B)), lo cual nos indicaba que se habia dado el proceso de
transformacion y clonacion satisfactoriamente. Seguidamente se tomaron y se

sembraron las colonias en medio LB liquido suplementado con ampicilina 150

Se realiz6 el protocolo de

la

extraccion del plasmido
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pug/ml para obtener una mayor cantidad de las mismas y lograr un buen

amplificado en la PCR para la confirmacion de la extraccion y purificacion del

plasmido.

\ - o |
Competencia y Transformacion:
E. coli Top 10 One Shot
4{ * E. coli Top 10 One Shot: ya se encontraban
+ Bacterias genéticamente para clonar plasmidos previamente competentes
- Se realizé protocolo

con CaCl2 (poros
abiertos) / Adicion del

Plasmido.
\ ]
/ ) y
/ 'O --
/ A
/ / / Plasmldx / Célula
: /’ / = anEfnrit;na
i L 7 : . coli
Medio LB liquido + E. coli Top 10 Repique en medio nuevo:
Overnigth a 37°C McFarland/OD: 0,5 kila tranatermedi

Figura 10 (A). E. coli One Shot Top10 para crecimiento y transformacion en células

competentes.

Competencia y Transformacion:
o « E. coli Top 10 One Shot:

‘ « Bacterias genéticamente para clonar plasmidos

o /
/

Medio LB: Agar sdlido. Siembra

de células transformadas. 12 Colonias aisladas
Horas a 37°C transformadas con el plasmido

Criopreservo a -80°C

Figura 10 (B). E. coli One Shot Top 10 competentes y transformadas.
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6.6.2 Extraccion, purificacion y PCR del plasmido control en E. coli
One Shot Top 10

Se realiz0 la extraccion y purificacion del plasmido control de la muestra
obtenida del proceso de clonacion de la colonia seleccionada en el
procedimiento anteriormente mencionado. Esta prueba molecular se realiz6
con ayuda del estuche PureLinkTM Quick Plasmid Miniprep (Life
technologies), posteriormente se cuantificd con ayuda del espectrofotometro
Epoch obteniendo una concentracion final de 20,75 ng/upl y una pureza de 2,07
(Figura 11). Seguidamente se realizé la técnica molecular por PCR para
confirmar la obtencibn del control positivo de ADN de Cyclospora
cayetanensis, obteniendo una banda de 116pb en el peso esperado (Figura
12). Este procedimiento confirmé que la secuencia se encontraba en el

plasmido.

PR T

GoTag® G2 =1 Primers,

Extraccion / Purificacion / PCR: e

* E. coli Top 10 One Shot. Transformadas con |
el Plasmido de Cyclospora cayetanensis .

Reactivo Volumen (pl)

- =S Gotaq 12,5
N Primers 1clu
: ity i‘\%“: 855

PureLink: Quick Plasmid
Miniorep Kit / REF: K210010

\ 4 2 2
0,021 0,021 |260

Medio LB liquido + A 0,01 0,01 |[280
clones transformados 2,074 2,085 |260/280
aislados de la colonia 1 20,66 20,833 |ng/pL

Figura 11. Esquema de extraccion y purificacion del plasmido control de Cyclospora

cayetanensis.
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Gel de Agarosa 1,5%: Producto de PCR
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Figura 12. Confirmacién de la obtencion del plasmido control positivo para Cyclospora
cayetanensis. Pozo 1: marcador de peso molecular, Pozo 3: control negativo de la extraccion
y purificacién del plasmido, Pozo 4: control negativo de la PCR, Pozo 5: producto de

extraccion y purificacion del plasmido (ADN control de Cyclospora cayetanensis).

6.7 Limite de deteccion de la prueba por PCR en las muestras
vegetales de Lactuca sativa var. Iceberg (L) & Brassica oleracea

var. Capitata (L) inoculadas experimentalmente

Con la optimizacion de las mejores condiciones para la extraccion de ADN de
Cyclospora cayetanensis y una deteccién por PCR convencional de ADN de
ooquistes de esta especie, se procedio finalmente a establecer el limite de
deteccion de esta prueba molecular en las muestras vegetales cuando estas
fueron sometidas experimentalmente a la inoculacion de ooquistes y a la
aplicacion del método de recuperacion, reportado en este proyecto.
Encontrando entonces que la prueba por PCR tuvo una sensibilidad a partir de
10 ooquistes de Cyclospora cayetanensis tanto para Lactuca sativa var.

Iceberg (L) & Brassica oleracea var. Capitata (L).
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En las Figuras 13 y 14 se observan las amplificaciones de ADN en
electroforesis de agarosa al 1,5% obtenidas a partir de la inoculacién de los 10
ooquistes de Cyclospora cayetanensis en estas matrices vegetales
respectivamente. Es de anotar que cada ensayo de inoculacion, extraccion,
PCR y amplificacion se realizo por triplicado con su respectivo control negativo

para ambas muestras vegetales.

Figura 13. Las imagenes A, B y C corresponden a geles de agarosa al 1,5%. En cada uno de

ellos se corrieron los productos de amplificacion de tres PCR realizadas a partir de
extracciones de ADN luego de la recuperacion de inoculaciones a partir de 10 ooquistes de
Cyclospora cayetanensis en muestras de Lactuca sativa var. Iceberg (L). Los controles y las
condiciones en que se obtuvieron cada uno de los productos en cada uno de los pozos, son
como se indican a continuacién. Pozo 1: marcador de peso molecular, Pozo 2: control
negativo de la PCR, Pozo 3: control positivo de la PCR, Pozo 5: control negativo de la
extraccion de ADN. Pozo 6: producto de extraccion de ADN a partir de la muestra recuperada

en este caso de la matriz de Lechuga (inoculacion a partir de 10 ooquistes).
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Figura 14. Las imagenes A, By C corresponden a geles de agarosa al 1,5%. En cada uno de

ellos se corrieron los productos de amplificacion de tres PCR realizadas a partir de
extracciones de ADN luego de la recuperacion de inoculaciones a partir de 10 ooquistes de
Cyclospora cayetanensis en muestras de Brassica oleracea var. Capitata (L). Los controles
y las condiciones en que se obtuvieron cada uno de los productos en cada uno de los pozos,
son como se indican a continuacion. Pozo 1: marcador de peso molecular, Pozo 2: control
negativo de la PCR, Pozo 3: control positivo de la PCR, Pozo 4: control negativo de la
extraccion de ADN. Pozo 5: producto de extraccién de ADN a partir de la muestra recuperada

en este caso de la matriz de Repollo (inoculacién a partir de 10 ooquistes).

6.7.1 Especificidad de la prueba por PCR para Cyclospora

cayetanensis

Como se describié con anterioridad en la metodologia de la reaccion en
cadena de la polimerasa, se realizaron ensayos de PCR con ADN control de
diferentes parasitos que puedan estar genéticamente emparentados con
Cyclospora cayetanensis, dicho ensayo experimental se llevo a cabo con el fin
de lograr establecer la especificidad de la PCR convencional que se optimizo

en el desarrollo de este trabajo (ver Figura 15).
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Gel de Agarosa 1,5%: Producto de PCR
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Figura 15. Gel de agarosa al 1,5%. Producto de PCR posterior a evaluar reaccién cruzada de
la técnica molecular para Cyclospora cayetanensis. Pozo 1: marcador de peso molecular,
Pozo 4: control negativo de la PCR, Pozo 5: control positivo de la PCR, Pozo 6: ADN control
de Cryptosporidium parvum, Pozo 7: ADN control de Blastocystis sp, Pozo 8: ADN control de

Giardia sp, Pozo 9: ADN control de Toxoplasma gondii.
7. DISCUSION

Los ensayos realizados para las muestras de Lactuca sativa var. Iceberg (L)
(lechuga) utilizando el extractante Glicina 1M bajo un pH especifico de 5,5 es
el método mas oOptimo y especifico en conjunto con la agitacion mecanica
realizada mediante el equipo BagMixer®. A diferencia para las muestras de
Brassica oleracea var. Capitata (L) (repollo), el extractante solucion de lavado
compuesta de Tween 80 0,1%, PBS 1X y Acido Sulfamico a un pH especifico
de 3,5 en adicién del procedimiento de la agitacibn mecanica es el método que

permitié recuperar los ooquistes de Cyclospora cayetanensis.

De acuerdo con la literatura Lucio et al 2012, reportan un método de
detergentes para la recuperacion de quistes de protozoos, el cual present6 el
menor rendimiento en la prueba, afirmando que la solucion de detergentes se
considera de bajo costo pero esta técnica es ligeramente mas compleja dado
que la manipulacion de los quistes es mas dificil debido a la cantidad de
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espuma generada durante el proceso, lo cual explicaria la pérdida de algunos
quistes, es por ello que en nuestro trabajo se tuvo como factores de exclusion
detergentes y soluciones jabonosas reportados en diferentes trabajos
internacionales que muestran bajos porcentajes de recuperacion de formas
parasitarias. Sin embargo, cabe resaltar que la solucion de lavado que estuvo
compuesta de Tween 80 0,1% no tuvo interferencias a la hora de la
recuperacion de los ooquistes de Cyclospora cayetanensis en las muestras de
Brassica oleracea var. Capitata (L), esto puede deberse a la interaccién de los
demas reactivos que componen la solucion de lavado (Alarcén 2005) y el pH
especifico que ayudo a acidificar el medio, dado que se debia garantizar que
el método de recuperacién no obstruyera la pared celular de los ooquistes de
Cyclospora cayetanensis. A diferencia con el extractante Glicina 1M bajo un
pH de 5,5 (recomendado) no generé dafios a nivel morfolégico de los
ooquistes, de esta manera se garantizé una visualizaciébn oOptima de los
ooquistes posterior a la coloracion parasitolégica de Ziehl-Neelsen descrita en
la metodologia de este proyecto. Estas mismas condiciones de trabajo para la
recuperacion de ooquistes de Cyclospora cayetanensis en estas matrices
vegetales fueron descritas y empleadas en la realizacion de un trabajo
publicado por la linea de investigacién por Mufioz-Sanchez et al. 2019: (Food
protozoa safety assessment and risk in school restaurants in Armenia, Colombia), (45) en el
cual se llevé a cabo este trabajo de maestria, a portando al conocimiento,
donde aln en ese momento no se tenia ningun reporte en Colombia, sobre la
presencia de protozoos patdogenos en comedores escolares de la ciudad de
Armenia, donde se procesaron alimentos para el consumo de la poblacion

escolar.

La funcionalidad del método de recuperacién de ooquistes de Cyclospora
cayetanensis sumado a la metodologia establecida para la agitaciébn mecéanica
de las muestras procesadas, demostraron el aporte que afadio la realizacion

de este trabajo, en el articulo que se publico (Anexo 3) donde se describe la



49

ejecucion de dicha investigacion hasta la fecha.

Respecto a las condiciones mencionadas, la etapa de agitacion mecanica
descrita por Herndndez-Arango et al. 2019 (46) fueron analizadas a la hora de
optimizar la metodologia de recuperacion para los ooquistes de Cyclospora
cayetanensis, dado que se tienen muy pocos trabajos con estos ooquistes en
estas matrices vegetales especificamente (Lactuca sativa var. Iceberg (L) &
Brassica oleracea var. Capitata (L)). Con relacién a lo anterior a la hora de
establecer la funcionalidad del equipo BagMixer® era esencial tener en cuenta
gue otros equipos reportados para la agitacion mecanica como el sonicador
fueron descartados dado que su accion desintegra la membrana de los
ooquistes y por ende no permite la visualizacién de estas formas parasitarias,
aunque en otros estudios ha sido utilizado como fuente para la obtencion de
ADN de parésitos intestinales como Giardia y Cryptosporidium para analisis
moleculares. Su eficiencia presenta efectos negativos al realizar la

visualizacion bajo el microscopio.

Se ha reportado que los ooquistes de Cyclospora cayetanensis presentan una
pared celular doble que le confiere a estos ooquistes un papel clave en la
formacion de una barrera altamente resistentes a un amplio conjunto de
factores de estrés fisico-quimico y al mismo tiempo, que exhibe propiedades
de la superficie que participan en las interacciones parasito-particulas (47). Los
cuatro esporozoitos infecciosos de Cyclospora cayetanensis estan protegidos
por una pared multicapa complejo de 80 a 100 nm de espesor. La pared de los
ooquistes de Cyclospora cayetanensis esta construida principalmente con
materiales liberados secuencialmente por diferentes subconjuntos de
organulos especificos que se encuentran en el citoplasma del macrogameto,
los denominados cuerpos formadores de pared (Figura 16). Estas son algunas
de las caracteristicas de la biologia de estos ooquistes que le han conferido a
estos microorganismos el éxito de proliferar diversos ambientes aun en

condiciones de estrés.



50

Pared celular: Cyclospora cayetanensis
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Figura 16. (1) Ooquiste de Cyclospora cayetanensis no esporulado. (2) Posible
representacién esquematica de las paredes del ooquiste de Cyclospora cayetanensis, OW,

pared exterior; IW, pared interior. Tomado de Lainson & Ortega, 2015.

Una de las variantes que se decidi6 emplear para la concentracion de los
ooquistes de Cyclospora cayetanensis en ambas matrices vegetales fue la
técnica de formol/éter que en esencia es un método de sedimentacion por
centrifugacion, obteniendo resultados favorecedores en cuanto a la
recuperacion de los ooquistes de Cyclospora cayetanensis. Este método ha
sido reportado con frecuencia para analisis clinicos en heces y en menor

proporcién para la deteccion de protozoos parasitos en vegetales (48).

Para la confirmacién de los ooquistes que se observaron por microscopia, se
realizd un registro fotografico el cual fue revisado y aprobado por un experto
en microbiologia, donde se logré observar caracteristicas morfolégicas de
diagndstico de los ooquistes como: tamafio entre 8 a 10 um, esféricos con
doble pared celular y en algunos casos la coloracion permitia observar la
presencia de los dos esporoquistes dentro de cada ooquiste de Cyclospora

cayetanensis.

Un método de deteccion estandar para la recuperacion de microorganismos

debe ser relativamente simple (conteniendo el menor nimero de pasos),
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reproducible, rapido y fiable. Muchos métodos publicados para detectar las
etapas transmisoras de parasitos protozoarios en los alimentos son
principalmente modificaciones de métodos previamente publicados que
utilizan pasos y reactivos ideados para otros fines (por ejemplo, la
concentracion de quistes de protozoarios y ooquistes de agua). Eficiencias de

recuperacion que van de 1 al 85% se han documentado (49).

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten dilucidar que la variable
extractante en conjunto con la agitacion mecanica, tienen relacion directa con
la obtencion de los ooquistes inoculados y su interaccidn potencia la
recuperacion de éstos, es lo que se logré analizar en la optimizacion del
método para las dos muestras vegetales. Por tanto, el objetivo de este trabajo
siempre estuvo enmarcado en encontrar las mejores condiciones que
permitieran una sensibilidad y especificidad de la técnica molecular por PCR
convencional logrando detectar la minima concentracion de ADN de
Cyclospora cayetanensis en matrices vegetales para este caso en Lactuca
sativa var. Iceberg (L) & Brassica oleracea var. Capitata (L) cuando estas
fueron inoculadas experimentalmente con los ooquistes. Subsecuentemente
al hallar los porcentajes de recuperacion se logré establecer un método
suficientemente sensible, asequible y econémico para investigaciones a futuro
complementando la efectividad del método a través del diagndstico por PCR.
Con base a lo reportado en cuanto al limite de deteccion de ADN de los
ooquistes de Cyclospora cayetanensis se determiné la sensibilidad de la
técnica bajo las condiciones de lo anteriormente mencionado, con lo que
respecta la biologia de esta especie, es decir, de las formas parasitarias de
Cyclospora cayetanensis y la naturaleza de estas matrices vegetales (50).



52

8. CONCLUSIONES

La optimizacién del método desarrollado en este estudio para ooquistes
de Cyclospora cayetanensis permitio establecer en promedio un
porcentaje entre el 28 — 60% de recuperacion en las muestras de

Lactuca sativa var. Iceberg (L) & Brassica oleracea var. Capitata (L).

Se establecieron las condiciones de un método de extraccion de ADN

para la amplificacion de Cyclospora cayetanensis por PCR.

Finalmente se determind el limite de deteccion de la prueba por PCR
en las muestras vegetales de Lactuca sativa var. Iceberg (L) & Brassica
oleracea var. Capitata (L) a partir de una minima concentracién de 10

ooquistes.

9. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de recuperacion de ooquistes de Cyclospora
cayetanensis en muestras de campo donde se pueda ampliar y abordar

un nimero de muestras significativo.

Utilizar otras metodologias como inmunofluorescencia, asi como
también llevar a cabo repeticiones de los ensayos realizados, con el fin
de ampliar el conocimiento relacionado con la adherencia de este

microorganismo en las diferentes matrices vegetales.

Analizar el comportamiento biol6gico de adherencia de los ooquistes de
Cyclospora cayetanensis en las estructuras vegetales, de esta manera
comprender los porcentajes de recuperacion mas bajos en muestras de

campo.
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12.ANEXOS
Anexo 1: Diluciones seriadas de ADN control de Cyclospora cayetanensis:

Se realizaron diluciones a través de la concentracion de ADN control del
protozoo, los cuales fueron realizados con base al protocolo de Applied
Biosystems titulado Creaciéon de curvas estandar con ADN gendmico

Plasmidos ADN para uso en PCR.
Anexo 1.1 se identificé el tamafio del genoma de Cyclospora cayetanensis:
n: 45 Mb (45.000.000 pb)
Anexo 1.2 se calcul6 la masa del ADN por genoma (Cyclospora cayetanensis):
m: [n] [1.096e?1g/pb]
m: (45.000.000) x (1.096e2'g/pb)
m: 4,932 x 10'14g

1fg: 1x10%g
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m: 49,3 fg (1 ooquiste de Cyclospora cayetanensis equivale a 49,3 fQ)

Dilucion | gDNA [Tinicial | Volumen | Volum | Volume []final Resultado
# por (fg/ul) de gDNA en n final dilucién #de
Dilucié (uh) Diluye (ul) (fg/ul) Copias
n nte (ul)
Cl vi A c2
1 Stock 6.676.000 12,3 37,7 50 1643333,3 100.000
2 Dilucion | 164.333,3 5 45 50 164333,3 10.000
1
3 Dilucion 16433,3 5 45 50 16433,3 1000
2
4 Dilucién 1643,3 5 45 50 1643,3 100
3
5 Dilucién 164,3 5 45 50 164,3 10
4
6 Dilucién 82,16 25 25 50 82,16 5
5
7 Dilucion 16,43 10 40 50 16,43 1

6




64

SIZE (bp)

— 980
: 160

Figura 17. Gel de Agarosa 1,5%. Resultado de PCR, diluciones seriadas de ADN control de
Cyclospora cayetanensis, del pozo 3 al pozo 8 banda de ADN con un amplificado de 116 pb.
Pozo 1: marcador de peso, Pozo 2: control negativo de la PCR, Pozo3: amplificado dilucion
correspondiente a 100.000 copias de ooquistes, Pozo 4: amplificado dilucién correspondiente
a 10.000 copias de ooquistes, Pozo 5: amplificado dilucion correspondiente a 1.000 copias de
ooquistes, Pozo 6: amplificado dilucién correspondiente a 100 copias de ooquistes, Pozo 7:
amplificado dilucion correspondiente a 10 copias de ooquistes, Pozo 8: amplificado dilucién
correspondiente a 5 copias de ooquistes, Pozo 9: amplificado dilucién correspondiente a 1
copia de ooquiste.
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Anexo 2: para la confirmacion de las formas parasitarias de Cyclospora
cayetanensis que se evidencido durante el registro fotografico cuando se
realizaron las recuperaciones de las muestras de alimentos reportadas en el
desarrollo de esta investigacion, se tuvo la oportunidad de participar en el
Curso de Actualizacion en ldentificacion de Parasitos en Alimentos y Muestras
Ambientales dirigido por la Doctora Ynes Ortega. De esta manera se determino

la presencia de los ooquistes recuperados en cada muestra reportada.
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Anexo 3: participacion de resultados en muestras de campo, para la
recuperacion de ooquistes de Cyclospora cayetanensis y su deteccion de ADN

en matrices vegetales.
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Abstract

This work assessed the risk of protazoa in 10 school restaurants in Armenia (Quindio,
Colombia) by analyzing the presence of Cryptosporidium spp, Giardia duodenalis, Blast -
ocystis, and Cydospora cayetanensis DNA in the food, water, and living and inert sur-
faces of school restaurants and in stools of children who ate at these restaurants. Of
the 213 food, water, and surface samples, 6.6% were positive using PCR to test DNA
for Blastocystis; 3.8% for Cryptosporidium spp; 0.9% for G. duodenalis; and 0% for
C. cayetanensis. In 187 stool samples analyzed via microscopy from children who
attended the restaurants, 40 (21.4%) were positive for Blastocystis and 21 (11.2%)
were positive for Giardia spp. Via PCR, 20 (10.7%) were positive for Cryptosporidium
and O (0%) for C. cayetanensis. A higher positivity in children’s stools for Blastocystis
spp was correlated with lower compliance in property conditions and for higher posi-
tivity of Giardia spp in children’s stool was related to lower knowledge by food
manipulators. Inspection scores can identify restaurants with higher risk for protozea
infection.



