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Diagnóstico molecular de enfermedades 
infecciosas y parasitarias* 

l. Introducción 

Salvador Said-Fernández** 

Las enfermedades infecciosas y parasitarias 
siguen siendo uno de los problemas más impor- 
tantesdesalud públicaen los paísesen desarrollo. 
Algunas de ellas, como la tuberculosis y el SIDA, 
muestran una franca tendencia a incrementarse a 
nivel mundial, inclusoen las naciones industrializa- 
das. 

De acuerdo con la Organización Mundial de la 
Salud, esta preocupantesituación podría mejorar- 
se notablemente, si a suvez se mejorasen e incre- 
mentasen los programas oficiales de vacunación. 
Además se requieren permanentemente de medi- 
camentos y vacunas más efectivos. 

Sin embargo, todoloanterior noessuficiente: es 
un hecho bien aceptado que todos los recursos 
tecnológicos para el control de las enfermedades 
infecciosas deben ser usados adecuada y racio- 
nalmente. El surgimiento de cepas resistentes a 
múltiples sustancias, por ejemplo, es el resultado 
del abuso de antibióticos. Ello se debe, al menos 
en parte, a la automedicación y a la prescripción 
médica inadecuada. 

Con cierta frecuencia, la falta de un tratamiento 
específico se debe a la dificultad que enfrenta el 
médico clinico para establecer un diagnóstico 
preciso y oportuno. 

Los métodos de diagnóstico juegan un papel 
determinante en esta tarea. Se dispone ahora de 
métodos y biorreactivos decalidad muy superior a 
lade los clásicos; sin embargo, permiten identificar 
con mucha mayor precisión y oportunidad a los 
agentes causales de una gran cantidad de enfer- 
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medades y la lista de ellas se incrementa constan- 
temente. 

Ahorasedisponededostiposde moléculasque 
tienen la propiedad de unirse especificamente a 
otras moléculas del organismo invasor o cuya 
producción se indujo en el organismodel paciente 
por efecto del agente infeccioso. Me refiero, a los 
oligonucleótidos y a losanticuerpos monoclonales 
y antígenos puros. 

Los oligonucleótidos se usan como sondas 
para hibridarlas con el DNA o RNA del agente 
infeccioso. Estos son específicos de género o de 
especie. Este principio es el fundamento de todas 
las técnicas de la biología molecular que se usan 
para el diagnóstico y la razón de su ampliamente 
reconocidaespecificidad. Unavezlogradala hibri- 
dación de la sonda con los ácidos nucleicos de los 
agentes infecciosos, se puede revelar directa- 
mente la presencia de los hibridos, amplificar 
millones deveces losoligonucleótidos portadores 
de señales radiactivas o fluorescentes, mediante 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), o 
identificar in situ al agente infeccioso, mediante la 
técnica de hibridación fluorescente in situ (FISH), 
por sus siglas en inglés. Esto que se consigue en 
unas horas, detectando hasta una sola bacteria o 
parásito, confiriendo a estas técnicas su rapidezy 
sensibilidad, respectivamente. 

Las proteínas son otro tipo de moléculas que se 
utilizan para el diagnóstico, éstas son proteinas 
aisladas de los agentes infecciosos y anticuerpos 
circulantes cuya síntesis se induce en el organis- 
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mo porefectode estos antigenos. Estas moléculas 
para su uso en técnicas clásicas de inmunopre- 
cipitación o métodos modernos, como inmuno- 
transferencia, agregan una más a nuestra lista de 
ventajas de los métodos modernos para el diag- 
nóstico de enfermedades infecciosas o parasita- 
rias: no se requiere el aislamiento de los agentes 
causales, sólo una pequeña muestra de sangre. 

Deacuerdocon loanterior, prácticamentetodas 
las enfermedades infecciosas y parasitarias pue- 
den ser diagnosticadas al menos con uno de los 
métodos antes mencionados, con las adecuacio- 
nes que cada caso requiera. 

Enestesimposio hemosquerido ofrecerauste- 
des un panorama general sobre este tema, con 
ejemplos de las técnicas que existen para el diag- 
nóstico molecular de enfermedades producidas 
por virus, bacterias y protozoarios. Hablaremos 
específicamente de la identificación de pa- 
pilomavirus, una de las causas de cáncer cérvico- 
uterino, bacterias pertenecientes al géneroBrucella, 

responsables de graves infecciones en el hombre y 
severas pérdidas económicas en la industria pe- 
cuaria, asi como de dos protozoarios, Giardia 
lamblia y Enfamoebahistolytica, cuya importancia 
médica es ampliamente conocida. 

Deseoexpresar mi agradecimiento a los miem- 
bros de la mesa directiva por la oportunidad y el 
honor de mostrar a ustedes nuestros resultados 
dentro del programa académico de la Academia 
Nacional de Medicina y a las autoridades del 
Centro de Investigaciones y de Estudios Avanza- 
dos, mi alma mater, por brindarnos la ocasión de 
compartir y disfrutar de una jornada plena de 
estimulantes actividades, durante la celebración 
de nuestra reunión conjunta. Agradezco cumpli- 
damente a los distinguidos investigadores, M. en 
C. Carlos Leal Garza, Dr. Hugo Barrera Saldaña y 
Dra. Guadalupe Ortega Pierres, sus valiosas con- 
tribuciones que seguramente enriquecerán esta 
sesión con su experiencia y conocimientos. 

II. Detección molecular del virus del papiloma 
humano en mujeres con cáncer cervico-uterino 

Carlos H. Leal-Garza*, Elva l. Cortés-Gutiérrez* 

Los virus son organismos que pueden causar 
una gran variedad de infecciones y pueden sobre- 
vivirsolamentedentrode lascélulasvivas. Hay una 
diversidad de tipos, pero todos ellos comparten dos 
caracteristicas comunes: están formados de ma- 
terial genético (ADN o ARN) y este material está 
protegido por una cápside protéica que lo reviste. 
Se han identificadovarias familiasdevirus sobrela 
base de su estructura, composición química y por 
sus similitudes en su contenido genético. 

Un virus que puede ser transmitido a su hospe- 
dero de varias formas: inhalado, tragado o transmi- 
tido a través de las relaciones sexuales y formas 
menoscomunestales como penetraratravés dela 
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piel o por inoculación directa en sangre, pero una 
vez dentro de la célula, el virus puede integrar su 
material genéticoal de la célula hospedera, produ- 
ciendo cambios que permiten a ellos reproducirse 
y causar una enfermedad. 

Se ha estimado que un buen porcentaje (5 al 
10%) de todos los cánceres en la población, están 
asociadoscon alguntipodevirus, y quealgunosde 
elloscontribuyen al cambiodeunacélula normalen 
unacancerosa, conoc~éndoselesaestegrupo como 
virus oncogénicos. En algunos casos pueden ac- 
tuar directamente sobre la célula causándole pér- 
didaen la habilidaddecontrol decrecimiento, porlo 
que ésta continúa dividiéndose, formando masas 
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de tejido anormal (tumores). En otros casos los 
virus pueden actuar directamente dañando células 
del sistema inmune y logrando que el organismo 
sea incapazde mantenerladivisión celularnormal. 

Anivel mundial, cerca de 500 mil nuevos casos 
de carcinoma invasor del cuello uterino son diag- 
nosticados anualmente,' y en paises subdesarro- 
Iladoses la enfermedad neoplásica más frecuente 
y responsableaproximadamentedel25% detodos 
los casos de cáncer que se presentan el el sexo 
femenino. 

La lesión precursora del Cáncer Cérvico-Uteri- 
no (CaCu) es la neoplasia intraepitelial cervical 
(NIC) y dependiendo del grado de anormalidad 
celular son clasificados como NIC grado I (displa- 
sia leve), NIC grado Il (displasia moderada), y NIC 
III (displasia severa o carcinoma in situ) v cuando 
las células cancerosas epiteliales invaden tejido 
subyacente se le denomina cáncer inva~or .~  

El tiempo deevolución entre NIC I hasta llegara 
carcinoma invasor es de 10 a 20 años, pero hay 
lesiones precursoras que revierten o regresan es- 
pontáneamentea suestado normal o uueden per- 
manecersin modificarse durante casitoda la "ida. 

En diversos estudios clínicosvepidemiolóaicos 
se ha mostradoque el virus del papjloma humano, 
principalmente el transmitido por vía sexual, está 
involucrado en una gran proporción de los CaCu, 
así también se le ha detectado en las lesiones 
precurosasNICl,ll y lll y delcondilornadelcé~ix.~~~ 

Los papilomavirus humanos (VPH) son un gru- 
po de más de 70 tipos de virus y su nombre pro- 
viene porque ellos son causantes de las verrugas 
o papilomasy que son tumores benignos. Diferen- 
tes tipos de VPH causan las verrugas comunes 
que crecen en manos y pies, así como los que se 
desarrollan en boca y áreasgenitales, algunosVPH 
genitales, transmitidossexualmente hansido aso- 
ciados a procesos neoplásicos tanto en mujeres 
como en hombres. 

Los VPH no son los únicos virus que se les ha 
implicado en el CaCu, ya que se ha asociado el 
virus del herpes simple tipo 2; sin embargo, existe 
evidencia deque IosVPH son un agente másserio 
de factor de riesao para el CaCu aue el h e r ~ e x . ~  

El genoma ~CIOSVPH está c o n s t i t u í d o d ' e ~ ~ ~  
doble cadena, circular en su forma v posee aproxi- 
madamente 8 mil pares de base4,'la estructura 
entre ellos es similar con una homologia de se- 

cuenciaquevadel margen de45% a una homoliogia 
alta del 85%. En elíos se han identificado marcosde 
lectura abierta (ORF), los cuales están organiza- 
dos en regiones de expresión temprana (E) que 
codifican para proteínas relacionadas con la 
replicación (El), transcripción (E2) y la transforma- 
ción celular (E6 y E7) y las regiones de expresión 
tardía (L) que codifican para proteínas de lacápside 
(L l  y L2).6 

De los tipos diferentes deVPH que se conocen 
hay los llamados de "bajo riesgo", es decir, aqué- 
llos que causan papilomas overrugas alrededorde 
los genitales y el ano tanto en hombres como en 
mujeres y son asociados con los tipos números 6 
y 11, ya que se ha observado que raramente 
desarrollan cáncer. Otros conocidos como virus 
de "alto riesgo" han sido asociadoscon laaparición 
de neoplasias, y aqui se incluyen principalmente 
los tipos números 16, 18, 31, 33, 35 y otros que 
presentan altos índices de asociación con el NlC y 
con carcinoma NIsifuo invasoren un 90%, de éstos 
del 50 al 90% corresponden al tipo 16 y 18, y de 
esos dos el primero es más frecuente. 

Han causado gran interés los recientes estudios 
queindicanquela proteínacelularp53escapazde 
unirse a la proteína E6 principalmente en el virus 
VPH tipo 16.' La asociación de p53 con la 
carcinogénesis humana está empezando a esta- 
blecerse, el gen que codifica para la fosfoproteína 
nuclear p53 ha sido localizado en el cromoComa 17 
en su región p13. Este gen fue originalmente con- 
siderado como un oncogene, pero ahora se cree 
que tiene propiedades de un gen supresor de 
tumores. Mutaciones en él representan las anor- 
malidades genéticas más comunes observadas 
en tumores, tales mutacionescausan pérdida de la 
f~nciónsupresora.~ 

Hay funciones que apoyan la teoría de que la 
proteína u53 se une a la proteína E6 de los VPH 
tipos 16/18 en el citoplasm~ celular, y deeste modo 
previene lafunciónsuuresoradel tumoren el nú~ leo.~  ' 

Como dato interesante podemos mencionar 
que pocos estudios cromosómicos han sido he- 
chos en el CaCu, debido a la dificultad para obte- 
ner preparaciones cromosómicas adecuadas en 
tumores sólidos. Anormalidades en la estructura 
de los cromosomas 1,4,5 y 1 1 son comunes, pero 
ademásse han observadoanormalidadesnuméri- 
casen e~ t ruc tu ra .~~ - '~  
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La infección por tipos definidos de VPH no es 
suficiente para la producción del CaCu, algunas 
observaciones apoyan lo anterior, ya que el progre- 
so a cáncer es una rara consecuencia de la infec- 
ción porVPH porsísola, además, el período latente 
entre la infección el desarrollo del proceso 
neoplásico puedeestaren el orden de20 hasta los 
50 años,13 hay estudios epidemiológicos que han 
implicado como factores de riesgo al hábito de 
fumar, así como al uso de los anticonceptivos 
orales entre otros factores.j4 

Para el diagnóstico de una infección por VPH 
podemos echar mano de varios métodos, uno de 
ellos es la clásica técnica citológica y la histopa- 
tologiaen donde la presenciadekoilocitoscaracte- 
rizados por una gran zona clara perinuclear y a 
menudo binucleación, son un fuerte indicio de la 
presencia del virus, ainque se ha informado que 
partículas virales o sus antígenos son detectados 
sólo en una pequeña prop&ción en tales células 
afectadas por mediode la técnicadela peroxidasa- 
an'~i~eroxidasa.~~ 

La colposcopia es un método que permite 
visualizar el cérvix adecuadamente, es útil sobre 
todo para la detección de VPH por la lesión tisular 
que éstos producen,'" es una herramienta diag- 
nóstica muy útil para aclarar dudas que no se 
puedan resolvercon la clínica. 

La introducción de la biologia molecular a los 
laboratorios de histopatología ha resultado en un 
diseño de métodos innovadores en la patología 
molecular. Mientras que características clínicas 
pueden indicar una infección viral, el diagnóstico 
definitivo debe basarse sobre la demostración di- 
recta de la presencia del virus, ya sea por cultivo o 
pordetección porinmunocitoquimica. Para la ma- 
yoría de los virus su cultivo es extremadamente 
tedioso y consumen tiempo, incluso a veces es 
imposible lograrlo como es el caso de los VPH. 

La detección inmunológica de los antígenos de 
lascápsidesvirales ha mostradoque noesdel todo 
confiable, en la mayoría de los casos, por la com- 
plejidad dela infección viral. 

Por medio de las técnicas de hibridación in situ 
de los ácidos nucleicos utilizando sondas radioac- 
tivas (HP, y S) específicas para las secuencias de 
ADN viral, es posible identificar y localizar al virus 
en las células o tejidos infectados. Las sondas 
radioactivas en general, aunque muy útiles tienen 

sus desventajas: el tiempo de exposición en la 
autorradiografia es largo, la resolución morfológica 
puede ser pobre y el uso de material radioactivo 
requiere condiciones especiales en el laboratorio, 
aunque el uso de sondas marcadas con S han 
mostrado tener una resolución y una sensibilidad 
excelente. 

Es preferible utilizar las técnicas de hibridación 
in situ por métodos no radioactivos utilizando para 
ello la sonda de ADN viral marcada con bioctina o 
digoxigenina, mismaquedespuésdeserhibridizada 
con la muestra de ADN por analizar, es detectada 
inmunológicamente incubando con un complejo 
formado porestreptavidina acoplado con fosfatasa 
alcalina o peroxidasa y sustancia cromógena para 
revelarla hibridación."-'@ 

La sensibilidad para detectar secuencias de 
ADN viral 6,11,16 y 18 en secciones de tejido 
incluidasen parafinaoen biopsiasdeáreasgenita- 
les con este sistema de sondas con marcaje no 
radioactivo, escomparable a la obtenida con aque- 
llas marcada~con~~s  en la localización de híbridos 
a nivel ~ e l u l a r . ~ ~ - ~ ~  

La hibridación usando la técnica de Southern 
blotde sondas de ADN extraídos de tejidosfrescos, 
ha sido quizá la prueba más utilizada y sensible 
tanto para la detección de la presencia como para 
la identificación desubtipos deVPH y además nos 
puededarinformaciónsi el genomaviral está en las 
células como episoma oestá integrado al genoma 
cel~lar,~~esta técnica requiereuna intensa laboren 
el laboratorio. 

La técnica dot-bloto hibridación sl~t-blot,~~tam- 
bién se utiliza ADN puro de célulaso tejido infecta- 
do, mismo que es desnaturalizado y colocado 
directamente como mancha o gota en una mem- 
brana o papel filtro de nitrocelulosa, esto evita los 
pasos de la electoforesis en gel y la transferencia 
de la hibridación Southern, y después de esto, el 
ADN es sometido a la hibridación con la sonda 
marcada y denaturalizada. 

Otrasvariantesdeestastécnicacde hibridación 
utilizan células exfoliadas que son filtradas sobre 
una membranadenitrocelulosa, desnaturalizadae 
hibridizada a alta temperat~ra,~' o pueden utilizar 
cortes de tejidos que habían estado incluiidos en 
parafina, esta técnica es la única en la cual la señal 
es vista con relación topográfica a la lesión patoló- 
g i ~ a . ~ ~  
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El número de tipos distintos de VPH identifica- 
dos ha ido en aumento rápidamente durante los 
últimos 15 años, enla actualidadexcedede los7OZ9 
y aproximadamente la mitad deellos ha sido aisla- 
da de áreas genitales. Se considera un nuevo tipo 
deVPH sólosi su genoma completo hasidoaislado 
y establecido su secuencia nucleotidica de sus 
genes E6, E7 y L1 y que sea diferente en más del 
10% de cualquiera de los VPH descritos previa- 

Se requiere de métodos alternativos para una 
evaluación rápida y eficientededetección eidenti- 
ficación, para esto se emplea un método que per- 
mite la amplificación de secuencias génicas pre- 
sentesen muy pequeñas cantidades en el material 
a investigar; aeste métodose le hadadoel nombre 
de reacción en cadena de la polimerasa (RCP) y 
consiste en que el ADN de doble cadena es calen- 
tado hasta su desnaturalización, las cadenas sim- 
ples se aparean con un par de oligonucleó-tidos 
sintéticos específicos llamados iniciadores, que 
son complementarios uno en el extremo 5 del gen 
o fragmento del gen que se desea amplificar, y el 
otro en el extremo 3 del mismo, pero en la cadena 
opuesta, estos oligonucleótidos actúan como 
cebadores para la ADN polimerasa que sintetiza 
dos nuevas cadenas de ADN complementarias 
con las cadenas originales. Estos sucesos se 
repiten hasta30veces, lográndosedoblaren cada 
ciclo la cantidad de ADN blanco. Después de esto 
se realiza un análisis directo por cortes con enzi- 
mas de restricción o hibridación con sondas no 
radioactivas para comprobar la identidad del gen 
 amplificad^.^' 

El uso de esta técnica con iniciadores o ceba- 
dores consenso (MYI 1, MY09) pueden amplificar 
una gran gama de tipos de VPH . Los iniciadores 
blanco de los VPH son genes de la región L1 que 
codifican para la cápside viral, para detectar los 
productos de la amplificación son usados sondas 
consenso de más de400 pares de bases y los tipos 
individuales devirusque pueden ser diferenciados 
con sondas de pocos o l i gonuc leó t i do~ .~~~~~  

La aplicación de las técnicas moleculares de 
detección han reafirmado el papel importante que 
desempeñan los VPH en el desarrollo del CaCu. 
Aun cuando la identificación de los tipos, subtipos 
y variantes de los VPH es complicada y a menudo 
compleja, es importante el continuar con este tipo 

de estudios, así como los encaminados al avance 
de las lesiones preneoplásicas, la evolución y el 
tipoespecificodevirus asociado aellas, para tener 
en un futuro, un protocolodemanejoadeucadoque 
permita un diagnóstico oportuno, la profilaxis, así 
comoel control definitivode loscarcinomasgenitales. 

Referencias 

Peto R. 1ntroduction:geographicpatterns and trends. En: 
Peto R, zur Hausen H. eds. Viral ethiology of cervical 
cancer. Banbury Report 21. Cold Spring Harbor, New 
York:Cold Spring Harbor Laboratory, 1986; 3-15- 
Nelson JH,Averette HE, Richart RM. Dysplasia,carcino- 
ma in situ and early invasive cervical carcinoma, Cancer 
J Clinicians 1984; 34:306-315. 
Koutsky LA, Galloway DA, Holmes KK. Epidemiology of 
genital human papillomavirus infection. Epidemiol Rev 
1988; 10:122-162. 
Muñoz N, BoschX, KaldorJM. Does human papilloma- 
virus cause cervical cancer? The state of the opidemiolo- 
gical evidence. Br J Cancer 1988; 57:l-5. 
VonkaV, Kanka J, Roth Z. Herpes simplestype 2 virus 
and cervical neoplasia. Ad Cancer Res 1987; 48:149-91. 
García-Carrancá A, Gariglio PV. Aspectos moleculares 
de los papilomavirus humanos y su relación con el 
cáncer cervico-uterino. Rev Inv Clin 1993; 45:85-92. 
Werness BA, Levine AJ, Howeley PM. Association of 
human papilomavirus type 16 and 18 E6 proteins with 
p53. Science 1990; 248:76-79. 
Vogelstein B, Kinzler J. p53 function and dysfunction. 
Cell 1993;70:523-526. 
LiangXH,VolkmannM,Klein R,HennanB, LockettSJ. 
Colocalization of the tumourus-supressor protein p53 
and human papillomavirus E6 protein in human cervical 
lines. Oncogene 1993;8:2645-2652. 
Atkin Nb, Baker MC. Chromosome 1 in 26 carcinomas 
of the cervix uterin. Cancer 1979;44:604-613. 
Atkin Nb, Baker MC. Nonrandom chromosome changes 
in carcinoma of the cervix uterin l. Nine near diploid 
tumors. Cancer Genet Cytogenet 1982:7:209-222. 
Atkin Nb, Baker MC. Nonrandom chromosomechanges 
in carcinoma of the cervix uterin II. Ten tumors in the 
triploid-tetraploid range. Cancer Genet Cytogenet 
1984,13:189-207. 
Zur Hausen H. lntracellular surveillance of perdidting 
vira! infections. Human genital cancer results from 
deficient control of papillomavirus infection. Lancet 
1986;2:489-491 
Vessey MP. Epidemiology of cervical cancer: role of 
hormonal factors, cigarrete smoking and 0ccupatiOn. 
En: Peto R. Zur Hausen H. eds. Viral etiology of cervical 
cancer. Banbury Report 21. Cold Spring Harbor. New 
York. 1986:29-43. 
Morin C, Braun L, Casas-Cordero M, Shan KV, Roy M, 
Fortier M. Confirmation of thwe papillomavirus etiology 

Gac Méd Méx Vol. 132 No. 3 299 





es la responsable de la mayoria de los casos en 
España y la especie predominante en los paises 
ribereños del Meditarráneo, Africa, Centroamérica 
y Sudamérica: Brucella aborfuses el agente princi- 
pal de la enfermedaden el nortey centrode Europa 
y su difusión ha aumentado hacia los Estados 
Unidos en los últimos años; Brucellasuis es relati- 
vamente frecuente en diversosestadosde la unión 
americana.' Porloquea Méxicorespecta, laendemia 
en brucelosis humana varía con el tiempo y la 
entidad. En general seconsideraque la brucelosis 
se encuentradistribuída en todoel país con morbi- 
lidad d iver~a.~  

En el humano, el diagnósticode la brucelosises 
primeramenteclínico. Este se hace con base en el 
patrón típicodeenfermedad febril, combinadocon 
la revisión del historial clínico, para buscar una 
posible exposición. Además. este primer paso se 
debe confirmarcon pruebas serológicas ylocon el 
aislamientodela bacteria. La mayoriade las pruebas 
serológicas emplean como antígeno a la bacteria. 
Sin embargo, todas estas pruebas presentan el 
problema de inespecificidad y baja sen~ibilidad.~ 

El diagnóstico másconfiabledependedel aisla- 
mientodel microorganismo. El cultivodesangrees 
el método de elección, pero las muestras deben 
ser obtenidas en la fase o período temprano de la 
enfermedad y los cultivos tienen que ser incuba- 
dos por lo menos por tres semanas. 

En México, aun cuando es bien conocida la baja 
confiabilidad de los resultados obtenidos por mé- 
todosserológicos, se leda una mayor confiabilidad 
a la prueba de aglutinación en placa con Rosa de 
Bengala, como pruebade tamizaje. Aésta lesigue 
una comprobación con otras pruebas, como la de 
aglutinación estándar en tubo y su variación en 
presencia de 2-B-mercaptoetanol. Es así que se 
consigue diagnosticar a un enfermoagudoen una 
zona donde la brucelosis es endémica. 2,3 

Cabe señalar que la búsqueda cotidiana de 
Brucella mediante su aislamiento, es prácticamen- 
te nula, especialmente en las instituciones del 
sectorpúblico, loque traecomo consecuenciaque 
el porcentaje de falsos positivos sea muy a b 3  

Dadas las ventajas de la especificidad y sensi- 
bilidad que ofrece la PCR, muchos grupos de 
investigación se han avocado a establecer méto- 
dos diagnósticos basados en esta nueva tecnolo- 
gía para la detección de B r ~ c e l l a . ~ , ~ . ~  Sin embargo, 

la mayoria de estas pruebas no son especificadas 
parael género, mas no para lasespecies, o bien, se 
inclinan a lograr la diferenciación de las especies 
locales de mayor importancia epidemi~lógica.~ 

Estudios realizadosen nuestro laboratorio8em- 
pleando la PCR para detectar secuencias del 
genoma de Brucella abortus, a partir de muestras 
de sangre de vacas lecheras infectadas con esta 
bacteria, abrieron una nueva posibilidad para es- 
tablecer un método diagnóstico basado en esta 
poderosa técnica. Lo anterior fue logradoal practi- 
car la PCR utilizando un par de iniciadores deriva- 
dosde lasecuencia reportada parael locus Omp2, 
que codifica para una proteína de la membrana 
externa (porina) de Brucella abor tu~.~  La inclusión 
en los ensayos de PCR de un tercer iniciador que 
generóuna banda adicional sóloen algunasde las 
especies estudiadas, dejó entrever la factibilidad 
dedetectar al menos tres especies de este género: 
Brucella abortus (cepas S19 y S44), Brucella 
melifensis(cepa Rev-1) y Brucellasuis(cepa 1330). 
Con estos antecedentes y tales o b ~ e ~ a c i o n e ~  
preliminares, nos propusimos en este trabajo, es- 
tablecer un método de PCR para detectary diferen- 
ciar todas las especies del género Brucella. 

Resultados y discusión 

Con el fin de comprobar la especificidad de la 
prueba de PCR originalmente implementada en 
nuestro laborat~rio,~ los fragmentos de amplifica- 
ciónde200 pbgenerados porésta, fueronclonados 
y se lesdeterminaron sussecuencias nucleótidicas, 
mismas que al ser comparadas con la reportada 
para Brucella abor t~s ,~  permitieron establecer que 
las regiones amplificadas para estas cepas si 
correspondían al locus Omp2. 

Comosiguiente pasoy para ampliarel poderde 
detección y diferenciación de la prueba original- 
mente implementada, se capitalizó en sitios de 
restricción polimóríicos (particularmente Kpn 1) 
dentro del locus 0mp2 de las especiesdel género. 
Aprovechando la variación genética que presenta 
el locus Omp2 blanco para la PCR, se diseñó un 
cuartooligonucleótidocapazdegenerarbandasde 
amplificación en la mayoria, más no en todas las 
especies. El uso conjunto de ambos recursos 
permitió la detección-diferenciación de las seis 
especies del género (Cuadro 1). 
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r Cuadro l. Detección y diferenciación de brucelas por 
PCR-RFLP 

Patrón Bandas de RFLPpara Especie 
amplificación Kpn l 

A 3 (+) Brucella rnelitensis 
A 3 - Brucella suis 
A 3 (+) Brucella neotomae 
B 2 ( )  Brucella canis 
C 1 - Brucella ovis 
D' 3 Brucella aborius 

Una vez lograda la detección diferencial de las 
diferencial de lasseisespeciesdel género, seeva- 
luó la especificidad de la prueba practicándola en 
las condiciones establecidas con los ADNs de es- 
peciesdiferentesa Brucella, obteniéndose resulta- 
dos negativosen todasellas. También se determi- 
nó el limite de detección de la prueba, quedando 
establecido como de 1 ng de ADN bacteriano. 

El método diagnóstico diferencial ha sido aplica- 
do a la detección de Brucella, utilizando como 
blanco el ADN genómico proveniente de las mues- 
tras de sangre de humano y los resultados obteni- 
dos a la fecha, muestran que la metodologia aqui 
implementada podrá, una vez validada, ser una 
herramienta de gran utilidad para el diagnóstico y 
estudio de la brucelosic. 
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IV. Avances en el estudio del material genético de 
Giardia duodenalis y su aplicación potencial en 
epidemiología y diagnóstico molecular de la 

giardiosis 
Raúl Argüello-García*, María Guadalupe Ortega-Pierres* 

Introducción 

Las infecciones ocasionadas por el protozoario 
parásitocausantedela giardiosis humana, Giardia 
duodenalis (= G. lamblia, G. intestinalis), represen- 
tan actualmenteun campodeestudiodé importan- 
cia creciente en materia de salud pública. Entre 
otrascausas, resaltan el hechodeque la giardiosis 
presenta un cuadro clínico bastantevariable. Este 
abarca desde cuadros agudos y crónicos que se 
asocian frecuentemente a episodios diarreicos y 
síndrome de malabsorción intestinal hasta cua- 
dros de individuos wortadores sin sintomatolociía 
c~ncomitante.~~~~eSdeel punto devistaepideAo- 
Ióaico. se reconoce aue esta infección tiene distri- 
bución cosmopolita ; está ubicada entre las 20 
principales enfermedades infecciosas en países 
en vías de desarrollo y es la parasitosis intestinal 
más frecuente en países desarrollados, además 
de que en México la población infantil en etapa 
preescolar es el núcleo más  afectad^.^,^ Asimis- 
mo, la principal medida de control deesta parasitosis 
en la práctica médica es el empleo de agentes 
quimioterápicos, los cuales si bien han mostrado 
resultados eficacesen muchas instancias, actual- 
mente se ha detectado una tasa frecuentemente 
mayor de casos refractarios al tratamient~,~ por lo 
que se requiere abordarel campo dediseiio racio- 
nal dedrogas anti-Giardia. 

En este sentido, el análisis integral de losfacto- 
res mencionados debe ser abordado con base en 
un conocimiento de los aspectos fundamentales 
bioquímicos, de su metabolismo y aquellos que 
regulan la expresión de moléculas relevantes en 
Giardia duodenalis. Como se describirá en el pre- 

sentetrabajo, dentrode las principales estrategias 
deestudio básicoseencuentran las metodologías 
de ingeniería genética y DNA recombinante, cuya 
aplicación ha proporcionado hasta ahora valiosas 
aportaciones en el estudio del parásito. No obstan- 
te, en laactualidad aúnse requieren análisisy en su 
caso consensos en relación a aspectos como: 
filogenia, dinámica poblacional, función nuclear, 
ploidía y determinantes genéticos de mecanismos 
de pato-genicidad del pa&o, asícomoel potencial 
zoonótico, la epidemiología y el diagnóstico mole- 
culares de la giardiosis. 

DNA, RNA Y GENES DE G. duodenalis 

El conocimientodetalladodel contenido genéti- 
coy los procesos de expresión genética en este 
parásito ha sido aportado básicamente por la 
clonación de diversos genes, en virtud de hasta 
ahorase havisto limitadala obtención demutantes 
con deficiencias fisiológicas y metabólicas rele- 
vantes, además de que no se ha reportado el 
empleo de estrategias experimentales de transfor- 
mación con DNAexógeno en este parásito. 

Así, losdato~sobr~caracterizac~óndel~enoma 
del warásito han sugerido un contenido de 0.144 2 
0 . 0 1 8 ~ ~  ~ ~ N t r o f o ~ o í t o  binucleado(0.072~~ DNN 
núcleo) y de 0.313 I 0.003 pg DNAlquiste 
tetranucleado(0.078pg DNNnú~leo).~ El DNAtotal 
puede serseparado en dos poblaciones de diferen- 
tecomposición y dencidadengradientesdeCsC1~ 
y su contenido de G+C oscila de un 42-48%,8,9 
aunque a nivel de DNAr éste es del 75%1° y en la 
generalidad de los genes que codifican para proteí- 
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nas estructurales, funcionales y metabólicas re- 
portados hasta ahora (cuadro 1) losvaloresoscilan 
de 49-60%. Se asume que las regiones no codifi- 
cantes son por consiguiente ricas en A+T. Con 
base en el análisis de ocho genes que han sido 
secuenciados, se ha observado un usode codones 
tendiente al empleo de codones sinónimos, aun- 
queenun42.1%deellossetratadecodonesNNC. 
Esto último se asemeja más al caso de arque- 
bacterias como Halobacterium halobium, presenta 
semejanza parcial con Trypanosoma bruceiy exis- 
te una gran diferencia con Entamoeba histolytica y 
Plasmodium falciparum." El número máximo de 
cromosomas por núcleo detectados por micros- 
copia es de 56 y la electroforesis de DNA tipo 
cromosomal en gel de campos pulcantes (EGCP) 
ha reveladoalgunas bandas minoritarias adiciona- 
les.12 Asimismo, se ha estimado que el tamatio 
cromosómico oscila entre 1 x 1 06y 4x  l o6  pb, y que 
cada trofozoíto contiene de 30-50 moléculas de 
DNA cromosomal. Por otra parte, los datos sobre 
complejidadgenómica(de3x107hasta8x107pb) 
y de ploidia (haploide, diploide o poliploide) han 
resultado controversiales (revisado por Adam13 y 
Thompson y Reynold~on'~). En este sentido, los 
polimorfismos detectados en el tamaño de los 
cromosomas, así como en la detección de 
esquizodemos por análisis de polimorfismo de 
longitud defragmentosde restricción (PLFR)6,15.16.17 
y dezimodemos porseparación electroforética de 
i ~ o e n z i m a s ~ ~ ~ ~ ~  han permitido sugerirque la hetero- 
geneidad biológica y fenotípicaobse~adaen Giardia 
duodenalis tiene una base genética. Esta última 
puede surgir de mutaciones durante eventos de 
reproducción asexual o por intercambio genético, 
sin excluirpor consiguiente la posibilidad deeven- 
tos de reproducción sexual en este pro tozoar i~ .~~ 

Porsu parte, el fraccionamiento de RNAtotal de 
Giardia duodenalis resulta en la obtención de dos 
poblaciones mayoritarias (los RNAr de subunidad 
mayor [21S] y los RNAr de la subunidad menor 
[15S]), además de una variedad de RNAs 
inusualmente  pequeño^.^' Dentrode las poblacio- 
nes de trans-critosen este parásito, el RNAr resulta 
particularmente interesante por varias razones. 
Por una parte, éste es más pequetio en longitud 
que aquellos de otros eucariontes e, incluso, que 
los de eubacter ia~.~ ,~~ El gene de DNAr consta de 
5566 pbI0 y está repetido en bloques dentro del 

genoma, tiene localización telomérica y sufre 
rearreglosfrecuentes (hasta del 3% pordivisiónen 
cultivosclonados) locual explica, al menos parcial- 
mente, el polimorfismo en los cromosomas donde 
se ubican.23 E l  gene correspondiente en Giardia 
muris y Giardia ardae contiene una región 
espaciadora intergenica más grande que origina un 
tamaño de 7600 pb, además de que difieren en 
regiones codificantes del RNAr 5.8s y en la región 
3 del RNAr28S de la subunidad principal- 
mente en el caso de Giardia rnuris. De manera 
especial, la secuencia y estructura del gene que 
codifica para el RNAr tipo 16s de la subunidad 
menorse ha empleadoen la clasificación de Giardia 
duodenalis, ubicándolocomo el eucarionte aparen- 
tementemás y la región 3'del mismo ha 
sido reconocida como blanco de la actividad de 
antibióticos del tipo de los aminoglicósidos (v.gr. 
paromomicina e higr~micina).~Tn forma concor- 
dante, la secuencia del dominio V del RNAr de la 
subunidad mayorha presentadocorrelacióncon la 
sensibilidad del parásito a inhibidoresde la peptidil 
transferasa y de la peptidil t ransloca~a.~~ 

El proceso de traducción de RNAm en este 
protozoario no ha sido estudiado en extenso. No 
obstante, losdatos proporcionados por losexperi- 
mentos de secuenciación de genes y la caracteri- 
zación de la región 5' por extensión de iniciadores 
y10 mapeo por endonucleasa S 1 han permitido 
obtener datos importantes (cuadro 1). Así, se han 
detectadosecuencias Iíderno traducidas muy cor- 
tas (1-6 nucleótidos) en la región 5', como se ha 
detectadoen algunosgenesde Entamoebahistolytica 
y Trichomonas v a g i n a l i ~ , ~ ~ , ~ ~  y una estructura cap 
metilada en el nucleótido 5', lo cual sugiere que la 
unión ribosoma-RNAm y el inicio de la traducción 
en este parásitoseencuentra másestrechaqueen 
vertebrados, en los cuales dichos RNAm no se 
traducen eficientemente. Sin embargo, el RNAm 
deG. duodenalis ha podidosertraducidoinvitroen 
un lisado de reticulocitos de c o n e j ~ . ~ ~ , ~ ~  En este 
sentido, el procesamiento de RNAm por trans- 
splicingdesecuencias líderquese ha reportadoen 
protozoarios kinetoplástidos no ha sido reportado 
en Giardia. Asimismo, la presencia de secuencias 
de reconocimiento de ribosoma procariótico (Shine- 
Dalgarno, consenso UAAGGAGG) han sido pro- 
puestasen algunosgenes, aunque nose tieneuna 
consistencia en cuanto a la localización de éstas 
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respectoal codón deini~iación.~~además dequela 
presencia de secuencias líder cortas no podría 
explicar con certeza una interacción del ribosoma 
con regiones río arriba del sitio de inicio de la 
traducción. Deesta forma, se ha asumidoque este 
procesoen Giardiaessemejante con loqueocurre 
en los demáseucariontespresentando, noobstan- 
te, características particulares. 

En su caso, el análisis del procesode transcrip- 
ciónen este parásitotambién hasido abordado por 
secuenciación de genes (cuadro 1). En general, se 
considera que este parásito puede presentar me- 
canismos de regulación transcripcional semejan- 
tes al modelo eucarionte, aunque la presencia de 
intrones en genes codificantes para proteínas es 
rara en organismos protoz~ar ios,~~ y en Giardia 
spp. éstos no han sido identificados. En este con- 
texto, varios autores han reportado presuntamente 
la presenciade una cajaTATAAcomo posible sitio 
de reconocimiento para RNApoIimera~a,~~-~~loca- 
lizada entre 9-1 34 bases río arriba del codón de 
inicio. En la región 3'se han observadoseñalesde 
poliadenilación potenciales AGTPuAA~~ que impli- 
can la presencia de una pirimidina en la siguiente 
base. como un ejemplo,en vertebrados y Llantas 
la señal derioliadenilación consenso (AATAAA) se 
encuentra 'localizada invariablemente de 16-30 
basesde la cola de p ~ l i ( A ) . ~ ~  En Giardia duodenalis, 
esta señal se encuentra separada por 6-1 9 bases 
del codón de terminación y, a partir de éste, des- 
pués de una región 3' no traducida corta (7-10 
bases) se encuentra el inicio de la cola de poli (A). 

Perspectivas sobre el empleo del material 
genético de Giardia duodenalis en el 
diagnóstico y epidemiología molecular 

Los estudios reportados sobre el empleo de 
secuencias de DNA o RNA de Giardia, preferen- 
cialmente, se handirigido a ladetección del parási- 
to o material biolóaico del mismo en muestras 
clínicas y10 medio-akbientales. De esta forma, se 
han abordadoestrategiasespecificasen cada caso. 

Epidemiología molecular 

Giardia duodenalises la especie que más se ha 
estudiadoen cuantoasu heterogeneidad biológica, 

la cual incluyediferencias fenotípicas (morfología, 
especificidad de hospederos, capacidad infectiva y 
patrón de infección, crecimiento in vivo e in vitro, 
sensibilidad a drogas, perfiles antigénicos) y 
genotípicas (cariotipos, esquizodemos y zimo-de- 
mos) [revisado por Thompson y M e l ~ n i ~ ~ ] .  Se ha 
sugerido que estas últimas se presentan debido a 
quelas cepassiguieron rutasevolutivas distintasy 
a la selección de poblaciones ante presiones am- 
bientales (presencia en distintos hospederos, en 
diferentes áreas geográficas y también por la pres- 
cripción de diversos fármacos). En especial, la 
diversidad genética puede mantenerse al seralte- 
rados los sistemas de competencia clonal que 
ocurren en poblaciones de Giardia así como de 
muchos otros  organismo^^"^^ y, particularmente, 
debe mencionarse el efecto mutagénico de agen- 
tes en cuestión como el metronida~ol ,~~ hasta 
ahora la droga quemásse usaen el tratamientode 
la giardiosis. Los estudios recientes se han con- 
centradosobre tresaspectosfundamentales: (a) la 
comparación molecular de aislados de distinto 
origen epidemiológico, clínico y geográfico con 
cepasde referencia, (b) tratardeentendermedian- 
te datos de análisis molecular la dinámica de 
interacción entre Giardia, su hospedero y el medio 
ambiente, e (c) implementar sistemas de detección 
del parásito con alta sensibilidad y especificidad. 

Un primer nivel de estudio ha consistido en la 
comparación de las caracteristicas del material 
genético de las distintas especies de Giardia defi- 
nidas por agrupación morfológica: Giardia ardeae 
(aves), Giardia duodenalis (mamíferos principal- 
mente), Giardia muris (roedores), Giardiapsittaci 
(aves) y Giardia agilis(anfibios). Deéstas, las tres 
primeras han sido más analizadas. La separación 
de moléculascromosomalesde Giardia duodenalis, 
Giardia muris y Giardia ardeae por dos variantes 
de EGCP han mostrado diferencias significativas 
en el número aparente y tamaño de cromosomas, 
e incluso se han obtenido sondasde DNAtotal con 
patronesde hibridización selectiva hacia unoodos 
de las especies, aún bajo condiciones de alta 
a~tr ingencia~~ (figura 1). Asimismo, el análisis del 
DNAr ha mostrado ser similar entre aislados de 
Giardia duodenalis, perodistintodeaquel de Giardia 
murisy Giardia ardeaecomo se mencionó previa- 
mente.24 De la misma forma, la amplificación de 
distintas secuenciasdel genede giardina porreac- 
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ción en cadena de la polimerasa (RCP) y subse- 
cuente hibridización consondasde DNAsintéticas 
han mostrado resultados experimentales alenta- 
dores, yaque permitiódiferenciar Giardia duodenalis 
de Giardia muris, y su uso ha permitido detectar 
hasta un quiste por muestra analizada.40 

Entre los aspectosque más abordado emplean- 
do el material genético de este protozoario se 
encuentra la diferenciación de aislados ylo cepas 
de Giardia duodenalisen función de su relevancia 
epidemiológica y diagnóstica. Por lo general, se 
han analizado aislados obtenidos de humanos, 
gatos, castores, perros, roedores y otrasespecies 
de hospederos. El estudio de moléculas cromo- 

somales ha permitido obtener datos interesantes. 
Así, se hanobservadoenseisaisladosvariaciones 
en el tamaño de los cromosomas, especialmente 
en las banda~minoritarias;'~asirnismo, en unestu- 
dio donde se analizaron 54 aislados, se ha encon- 
trado mayor correlación con el origen geográfico 
del aisladoque con el hospedero infectado, lo cual 
es concordante con la amplitud del espectro de 
hospederosdeeste pará~ito;~' y en otro estudio en 
el que se analizó el cariotipo de 20 aislados por 
EGCP, seencontró relación complementaria entre 
los patronesobtenidos de hospederos involucrados 
en un brote epidémico de giardiosis con transmi- 
s iónz~onót ica.~~ 

Cuadro l. Genes clonados que codifican para proteína de C. duodenalis 

Proteína' 

Proteinas 
Estructurales 
a-Tubulina (g, c) 
p-Tubulina (g, c) 
u,-Giardina (g) 
aiGiardina 

p-Giardina(g,c) 
y-Giardina 

Proteinas de 
superficie 
CRP 170 (g. c) 
TSA 41 7 (g) 
CRP72(c) 
VSP 1267 (c. g) 

Proteinasde 
choque térmico 
(9) 

Glutamato 
Oeshidrogenasa (g. 
C) 

Secuencia del 
Sitioprobable 
deiniciaciánb 

" g. DNAgenómico; c. CONA 
En cada caso, el primer ATG fue usado 

Extensión 
de la 
secuencia Secuencia 3' no Traducidad 

como el sitio de iniciación de la traducción v lo fue en la forma de lectura 

ContenidoC+G 
de la porción 
que codifica 
laproteína 
("1 

67 
60 

57 

S9 
53 

65.56' 
53 
55 
49 

50 

abierfa Para la 
Giard !la la confirmac on de la lninac 6n de la Iraducc~dn fue cbtenrla por sccucnciacm del N-termina! de la pmlelna Para los genes 
cc ,a pro'c na oe la 'vbulina la comparacron con los genos oe la r~bulma de otros organismos I m  corisislenle con el sho pura1 40 de 
micio de la traducción que se propuso. 

Longitud en nucle6tidos. Determinado por la extensión del iniciador v/o omtecclón de la nucleasa SI. 
El &don de paro y la posible serial de polladenilación (AGTPUAAP; cita subrayada. 
El contenido C+G de las regiones repetidas y 3'del gene CRP 170 estan separadas 

(Tomado de Adam, 1991) 
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Figura 1. Diferenciación de especies de Giardia definidas 
morf~lo~icamenie por microscop'a electronica de barriao 
(MEB) v oor ana isis de EGCP e hibrid'zaci6n con sondas de 
~~~&p&casdeespec ie .  (1) MEB de trofozoitos de Giardia. 
Lassupericiesdonaiesse presentan en A"."C' y 'E', mientras 
aLe las su~erfciesventrales se Dresentan en' B ' " D  v i ' G 
duodenali ("A" y "B.") tiene do; flagelos caudales y carece de 
un surco profundamente indentado en el disco adherente 
ventral. mientras que G. muns ("C" y "O') y G. am'eae ("E" y "F.") 
tienen solamente un flagelo caudal completo y otro rudimentario 
(cabezas de flecha), ademas de presentar el surco indentado 
(asteriscos). (2) Análisis por EGCP (electroforesis en geles de 
alternamiento de campos ortogonales) e hibridización con 
sondas de DNA total. En "A" se muestran los cariotipos de 2 
aislados de G. duodenalis (carriles I [cepa Portland 1-CCW], y 
2 [cepa Portland l]), G. muris (carril 3) y G. ardeae (carril 4). En 
los siguientes casos (autorradiograrnas), este material se 
transfirió a papel de nitrocelulosa y se ensayó por hibridizacidn 
tipo Southern con sondas radioactivas de DNA total de: G. 
duodenallscepa Portland 1 ("B). G. muns("C), G. ardeae("D) 
y unasonda presuntivadeungenedeproteinadecitoesqueleto 
de G. duodenalis ("E"). (Tomado de Campbell y cols, 1990) 

Porotro lado, la presencia deesquizodemos por 
análisis de PLFR se ha observado en varios estu- 
dios. En uno de ellos, una sonda obtenida por 
digestión de DNA de la cepa WB con BamHl y 
clonada en el plásmido pBR322 se usó para agru- 
par 15 aislados en nueve esquizodemo~.~~ En 
estudios similares, se han analizado y clasificado 
aislados en solamente dos grupos con base en el 
uso de sondas únicas de DNAr44 o de múltiples 
sondas, entre ellas dos sintéticas de giardina y 
tubulina (figura2, panel 1 ) ,45~  bien conel empleode 
dos sondac no relacionadas (del antígeno tsp 11 y 
deun repetidogenómico).4~osanálisis anteriores 
se pueden optimizar, ¡.e. detectar PLFRúnicoscon 
el uso de sólo una sonda, con el empleo de la 
técnica de impresión digital de DNA (DNA 
fingerprinting, también llamado aquí "fenotipo de 
DNA en virtud de que analiza secuencias repeti- 
das transcripcionalmente inertes). En un análisis 
de 3 aislados genotípicamente relacionados se 
encontraron diferencias en sus patrones de 
hibridización con la sonda del fago M13, así como 
enestudios posteriores con otros 19aislados (figu- 
ra 2, panel 2)'"' mientras que en otro estudio se 
analizaron cinco aislados, presentando cada uno 
de ellos polimorfismos exclusivos por DNA 
fingerprinting a pesar de que habían sido inicial- 
mente caracterizados con PLFR ~eme jan te .~~  

Figura 2, panel 1 
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Figura 2, panel 2 

Figura 2. Diferenciación de aislados de Giardia duodenalis 
por análisis de esquizodemos y de impresión digital de DNA. 
(1) Análisis por PLFR. Autorradiograma de ensayos de 
hibridización tipo Southern de DNA genómico total de 9 
aislados (indicados en la parte inferior) digerido con la 
enzima Pst1,transferido a papel e incubado con sondas de 
oligonucleótidos de giardina ("A") y tubulina ("E). (2) Análisis 
por DNA fingerprinting. El DNA genómico total de 19 aislados 
de Giardia duodenalis fue digerido con la enzima Rsal, 
transferido a papel e hibridizado con una sonda radiactiva 
conteniendo una región repetitiva de 1446 pb del DNA de 
forma replicativa del fago M 13 (Tomados de Homan y cols., 
7992 111 y Carnaby y cols.. 1994 [2]) 

En fechas recientes. se han implementado 
metodologias basadas en RCP para amplificar 
distintas secuencias blancode DNAcon la finalidad 
de diferenciar aislados dentro del grupo G. 
duodenalis. En un casoseempleóunfragmentode 
183 pbdel genede RNAr l 8S  y se identificaron tres 
patrones en 35 aislados de humanos y animales 
cultivados in vitro, así como en muestras fecales 
de pacientes," permitiendo detectar el equivalente 
de DNA de menos de un parásito. En otro estudio 
se amplificó una región semiconser~ada de un 
gene codificante para un antigeno de 68-72 
kilodaltones del trofozoito usando iniciadores de 
secuencias conservadas de los genes homólogos 
tsplly tsa417, encontrándosediferenciasen nueve 
aislados analizados y clasificados previamenteen 
cuatro grupos por otras técnicas y se pudo detectar 
el producto amplificados partirde2-4trofozoít0s.~~ 
En el mismo contexto, se ha empleado para dicho 
fin una técnica derivada del análisis por RCP, esto 

es, el análisis de DNA polimórfico amplificado al 
azar (DPAA). Esta técnica, a diferencia de la RCP, 
no requiere el conocer la secuencia de la secuen- 
cia blanco a amplificar: empleando diferentes ini- 
ciadores, se han podidoobservard~ferenciasen los 
patrones de DPAA en clonas derivadas de un 
mismo aislado50 así como en distintos aislados, 
donde se han identificado hasta 10 perfiles o 
rapdem~s.~' 

Asimismo, en estudios recientes se ha genera- 
docontroversia al tratardeexplicarla heterogenei- 
dad genotipicaen parásitos obtenidosen una rnis- 
ma infección, con el objetode identificaréstocomo 
una causa parcial del espectro clínicovariable de la 
giardiosis. Inicialmente Uporoft y Upcroft52 esta- 
blecieron 25 cultivos a partir de un paciente y 
observaron en ellos la presencia de dos patrones 
genotipicosempleando técnicasde PLFR, EGCP- 
y DNAfingerprinting, aunqueuna poblaciónsirnple 
deGiardiapresentó ungenotipo predominantey no 
representativo de la población original, por lo que 
concluyeron que la heterogeneidad obedece a la 
coexistencia de subpoblaciones con diferente 
genotipo. Inclusive, Butcher y ~ 0 1 s . ~ ~  observaron 
patronesfenotipicos y genotipicos distintos en dos 
aisladosobtenidos de casos crónicos antes y des- 
pués de tratamiento con metronidazol, sugiriendo 
que la presión de la droga seleccionó la población 
más resistente. Sin embargo, Carnaby y ~ 0 1 s . ~ ~  
analizaron losgenotiposde 19aisladosy clonas de 
éstos tanto in vitro como in vivo mediante DNA 
fingerprinting, observando que factores como tra- 
tamiento de infecciones crónicas con metronida- 
zol, tiempo decultivo axénico y presión por bilis son 
capaces de modificar los perfiles genotípicos del 
parásito, por lo que establecen que la plasticidad 
del genoma de Giam'ia, más que la presencia de 
poblaciones mezcladas, es la causantede la hete- 
rogeneidad genotípica del parásito observada en 
casos clínicos. En contraste más pronunciado, en 
estudios comparativos de cariotipos por EGCP de 
22 aislados obtenidos de individuos con distinto 
cuadro clínico de giardiosis, se determinó que las 
infecciones crónicas ~ueden involucrar parásitos 
genéticamentesemej&tes, implicandore&rrencia 
de infecciones ocultas o reinfección a partir de una 
misma fuente.55 

Un aspecto de gran importancia en el control de 
las parasitosis es la detección de los agentes 
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infecciosos en el medio ambiente. En el caso de 
Giardia duodenalis, los estudios moleculares al 
respecto son limitados y se han enfocado a la 
detección de materialgenético, particularmentede 
la fasedequiste, en muestrasdeagua deconsumo 
doméstico. En este contexto, se ha evaluado la 
eficacia de una sonda de DNAc, de 265 pb corres- 
pondiente al gene codificante del RNAr 16s de la 
subunidad menor, en la detección de quistes pro- 
cesados diferencialmente mediante hibridización 
en gota (dot blot) en muestras de agua concentra- 
da, encontrándoseuna sensibilidad del orden de 1- 
5 quiste~lrnl.~%simismo y como se mencionó con 
anterioridad, el uso de secuencias de genes de 
giardina amplificadas por RCP e hibridizadas con 
sondas sintétic as son capaces de detectar hasta 
un quiste por muestra40e, incluso, diferenciarquis- 
tes viables de aquellos no viables.57 Si bien estos 
ensayos son potencialmente útiles desde el punto 
devistaepidemiológico, se requiere su evaluación 
en condiciones de rutina para poder estimar con 
certeza su efectividad. 

Diagnóstico molecular 

Entre los aspectos de mayor interés clínico y 
epidemiológico de la giardiosis, y hasta ahora no 
resuelto completamente. ha sido la detección efi- 
cientede G. duodenalisen individuoscon infección 
activa. Si bien las técnicas coproparasitoscópicas 
son a la fecha el método directo de elección, se ha 
documentado la frecuente falla diagnóstica de 
éstas.13~5a~59 Por esta razón, se han propuesto mé- 
todos inmunológicos de tipo alternativos y10 comple- 
mentarioque incluyen la detección de anticuerpos 
séricos o de antígeno en muestras fecales (revisado 
porThompson y ReynoldsonI4) y más recientemente 
ladetecciónde DNAdel parásitoen preparaciones 
coprológicas empleando distintos protocolos. 

Los estudios iniciales se realizaron generando 
clonas de un fragmento de 2 kb de DNAgenómico 
digerido con BamH 1 y empleando éste como 
sondaen preparacionesfecales crudas oenrique- 
cidas en quistes por flotación en sacarosa em- 
pleando ensayos de hibridización en gota. En la 
estandarización del ensayo, sedetectó un mínimo 
de 1 na de DNA (equivalente a 5000 trofozoítos), 
peroe~~~~sólof'uedetectableenmuestrasfecales 
enriquecidas con un mínimode 100,000quistes/g., 

ya que el procedimiento de lisis de quistes en las 
suspensiones no fue eficiente.60 Cuando se em- 
pleó un protocolo similar, aunque utilizando DNA 
genómicototal radiomarcado, seobtuvieron resul- 
tadosdesensibilidad y especificidadcemejantes al 
estudio anterior, excepto que la sensibilidad fue 
superioren 1 orden de magnitud para la detección 
dequistes (figura 3)61 Una innovación metodológica 
notable ha sido reportada por Weiss y coIs.,l7 
quienes analizaron 24 muestras de heces fijadas 
en formalina provenientes de individuos con o sin 
infección intestinal y con Giardia ylootrosparásitos 
detectados microscópicamente, empleando RCP 
e hibridización con sondas complementarias a un 
fragmentode 183pbdeIgenedel RNAr 18S(figura4). 
De éstas, el 75% de muestras (9112) positivas por 
microscopia presentaron amplificación y detec- 
ción del fragmento, mientras que en el 25% de 
muestras (311 2) microscópicamente negativas pre- 
sentaron reactividad. La detección de Giardia 
duodenaliscon estasondafueespecifica, yaque al 
analizar muestras con unavariedad de otros pará- 
sitos intestinales, se encontraron resultados con- 
sisten-temente negativos, asi como en preparacio- 
nes conteniendo material de G. rnurisy G. ardeae. 
Comose mencionó previamente, la estandarización 
del ensayo permitió la detección del fragmento a 
partir del equivalente de menos de un parásito. 
Considerando ésto, el sistema de detección por 
RCP e hibridización con sondas es. al menos 
preliminarmente, adecuadoen términos de especi- 
ficidadvsensibilidad oara sudesarrolloyaulicación 

Conclusiones 

El conocimiento del material genético y de la 
regulacióndela expresióngenéticaen G. duodenalis, 
si bien es parcial actualmente, permite establecer 
consideraciones convenientes para el empleo de 
éste en campos de interés biológico, clínico y epide- 
miológico. No obstante, se requiere profundizar más 
y, en álgunos casos, tener un consenso en varios 
aspectos como el estudio del genoma de este pará- 
sito(p.ej. función nuclear, ploidía, regulacióndegenes 
relevantes en patogenia) y sus implicaciones a nivel 
filogenético-taxonóm~co, así como en la epidemiolo- 
gía y el diagnóstico moleculares de la giardiosis. 
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Amplificación por PCR con J W ~ / J W : !  

Figura 3. Detección de DNA de Giardia duodenaiis mediante 
hibridización en gota con sonda de DNA genómico total. 
Soluciones con distintas cantidades d extracto de DNA (de "A" 
en adelantees orden decreciente de cantidad) fueron aplicadas 
por goteo simple a un Elltro de nylon, se desnaturalizaron y 
unieron covalentemente al filtro con aplicación de luz UV. Las 
tiras de filtros se incubaron con una sonda de DNA genómico 
total de Giardia duodenalis radiomarcada con posterior 
autorradiografila.Tira 1: extractode DNAde Giardia duodenalis 
("D": 10 nq); tira 2. extracto de DNA de T. vaginalis ("C: 50 nq); 
tira 3 e x t r á n o a e ~ ~ ~ d e t r o f o z o i l o s o e ~  hisiolyeca (. 6" 6x 104 
ce ~ l a s l  tira 4 extracto de DNA oe T cruz! 1 E '  O 5 o01 tira 5 , ",. 
extracto de DNAde rata ("A": 5 ,ug):tira6: trofozoitos completos 
de Giardia duodenalis ("D: 104 células); tira 7: quistes de 
Giardia duodenalis tratados con tiocianato de guanidina ("D: 
104 quistes). (Tomado de Lewis y cols., 1990) 

Por una parte, la estructura de población clonal 
propuesta para Giardia6zpuedeconstituiruna fuente 
importante de lavariación genotípica y fenotípica ob- 
servada en los aislados. En este sentido, los análisis 
dezimodemos, esquizodemos y rapdemos han per- 
mitido dilucidarlos niveles de diversidad genética en 
este protozoarioe, incluso, se proponeque el usode 
métodos como el DNA fingerprinting podrían ser de 
suma utilidad como procedimiento estándar en la 
diferenciacióndeais~~dos~ ~adeterrninaciónde~atro- 
nes de transmisión de la infección en estudiosepide- 
miológicos, aunquesu empleoaún hasido~irnitado.~~ 

UUUUUUUUUUU 
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

Hibridización con la sonda 32~-~U>R34 

i 

Figura 4. Detección de DNA de Giardia duodenalis por RCP 
e hibridización con sondas de oligonucleótidos. Se realizó la 
amplificación por RCP (figura superior) de fragmentos de 
183 pb del gene del RNAr 18s empleando los iniciadores 
JWIIJWZ, a partir del DNA de distintas cepas de Giardia 
duodenalis (carriles 1-16 y 19) y de Giardia muris (carril 17), 
asi comodeotrosorganismos ncluyenoo T. foelus(carr 118) 
Le~shmama maior (carril 2C) v Escncnchia col! (carril 21) E l  . . , . 
carril 22es una reacción control negativo. E l  autorradiograma 
de la hibridización tipo Southern con la sonda radiomarcada 
RDR34 aparece en la figura inferior. 
(Tomado de Weiss y cols., 1992) 
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Asimismo, las características de los procesos 
celulares fundamentales estudiadosen este orga- 
nismo (transcripción y traducción principalmente) 
plantean la utilidad de ciertas biomoléculas en 
función de su aplicación potencial en varios cam- 
pos. Un ejemplo son las giardinas, proteínas del 
citoesqueleto género-específicas, localizadas en 
el disco adherente característico de Giardia y que 
esclaveen su patogenicidad. Estas proteínas han 
sido caracterizadas en detalle tanto bioquimica 
como m~lecu larmente ,~~-~~ y pueden ser emplea- 
das para la detección específica y sensible de 
Giardia duodena l i~ ,~~ de clases de aislados dentro 
de esta especie,45 así como diferenciar quistes en 
términos de su ~ iab i l idad.~~ Por otro lado, las se- 
cuenciasde los genesde DNArse han utilizadoen 
varios aspectos y tienen aplicaciones potenciales, 
como la del RNAr 16s en filogeniaz5 y monitoreo 
medi~-ambiental,~~ lade los RNAr5.85 18s y 28s 
en taxonomía de especiesz4 y de  aislado^^^.^^, la de 
los RNAr 16s y 285 enel d i s e i i o d e d r o g a ~ , ~ ~ ~ ~ ~ y  la 
del RNA 18s en diagnóstico m o l e c ~ l a r . ~ ~  

En el campo de la epidemiologia molecular 
existen avances en cuanto a la dif&enciación de 
especiesde Giardia. laclasificación deaisladosen 
~ ia rd ia  duodenali;, así como en relación con la 
participación de la variación poblacional genética 
en el desarrollode la giardiosis clínicamente carac- 
terizada, aunque este último punto es aún 
controversial. En estos casos, la caracterización 
de cariotipos, esquizodemos y patrones de DNA 
fingerprinting han sido las herramientas metodo- 
lógicas más utilizadas para establecer perfiles taxo- 
nómicos moleculares eneste parásito, sin olvidar 
que las metodologías de uso más reciente deriva- 
das de amplificación por RCP (p. ej. DPAA50 y 
análisis de polimorfismo conformacional de cade- 
na sencilla [PCCS]77) también han sido aplicadas 
exitosamente. Considerando lo anterior, se requie- 
re aún un consenso en el establecimiento de 
metodologíasestandarizadas de uso cotidiano con 
propósitos epidemiológicos, ademásde tenerque 
contemplar aspectos básicos como: facilidad de 
realización, confiabilidad en la interpretación de 
datos y un balance costo-beneficio favorable. 

En el mismosentido, la detección de Giardiaen 
muestras medio-ambientales (agua de consumo 
doméstico) ha sido abordada utilizando técnicas 
como hibridización en gotas5 y RCP-hibridización 

con sondas  sintética^^^,^", ciertamente, estos 
ensayos tienen potencial para estudios rutinarios 
generalizados. 

Eldiagnóstico molecularde la giardiosis, estric- 
tamente determinado como la posibilidad metodo- 
lógica de detectar parásitos en muestras clínicas 
(muestras de heces), no ha sido abordada en 
estudios a gran escala. Sin embargo, los ensayos 
reportados han sido optimizados paulatinamente 
en téminosde sensibilidad y especificidad, siendo 
porahorael protocolode RCP-hibridización el más 
adecuado en estos términos. Este último podría 
ser más práctico a nivel de diagnóstico personali- 
zado, ya que la detección de Giardia duodenalis 
empleandosondasdeácidos nucleicos podría ser 
más práctico cuando se aplica al análisis de un 
número mayordeindividuos. Sinembargo, todavía 
se requiere optimizar la metodología en el último 
caso. Asimismo, existe la posibilidad de incremen- 
tar la eficacia y beneficio de los ensayosemplean- 
doestrategiascomo: (a) implementaciónde indica- 
dores de reacción no radioactivos (p. ej. substratos 
quimioluminiscentes), y (b) estandarización de otros 
protocolosde amplificacióndesecuenciasde DNA 
blanco de alta eficiencia y selectividad, entre ellos 
la reacción en cadena de la ligasa (RCL), el siste- 
ma de replicasa Qp, la replicación de secuencia 
auto-sostenida (RSAS), y la amplificación basada 
en secuencia de ácido nucleico (ABSAN).68Así, las 
estrategiasde diagnósticomolecularde la giardiosis 
que se puedan establecer en un futuro deberán 
combinarse con metodologíasdediagnósticoetio- 
lógico y clínico, no solamente de manera comple- 
mentaria sino alternativa, esto es. aue se permita la 
detección de la parasitosis en aquellos casosdon- 
de los procedimientos rutinarios sean ineficientes. 
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V. Diagnóstico molecular de amibiasis 

Salvador Said-Fernández* y M. Socorro Flores-Castaríeda** 

Introducción 

La amibiasis es una enfermedadad parasitaria, 
cuyo agente causal es el protozoario Entamoeba 
histo1ytica.f Se caracteriza por la destrucción de 
tejidos en las zonas circundantes a los sitios inva- 
didos por las a m i b a ~ . ~  

Se distribuye en todo el mundo, y no existe 
relación entre su ubicación y la altitud o el clima.3 

Seestimaqueenel mundoexisten 500millonesde 
personas infectadas por E. hi~tolytica,~ pero sólo el 
10% deellas muestra síntomas de la enfern~edad.~ 

Ello podría explicarse, al menos parcialmente, 
porqueel hombre puedeserparasitadoporamibas 
capaces de invadir y destruir tejidos, cepas 
patógenas4y cepas que no tienen esta propiedad, 
cepas no patógenas. 

Unas y otras son indistinguiblesdesdeel punto 
de vista morfológico. Sin embargo, cada uno de 
estos tiposdeamibastienen patrones enzimáticos 
caracteristicos. lo que permite identificarlas v aqru- 
parlas en zimodemos patógenos y z i m o d e k  no 
~atóaenos.~ Se han identificado también proteínas 
de sÜperficie que son características decada uno 
deestosgrupos. Estasdiferenciastienen una clara 
correspondencia con la estructura del material 
genéti~o.~ 

Todo lo anterior ha servido de base para propo- 
nerque loszimodemos patógenos y loszimodemos 
no patógenos pertenecen en realidad a especies 
diferentes, Entamoeba histolytica y Entamoeba 
dispar, respectivamente." 

La existencia de Entamoeba dispar fue pro- 
puesta por Brumpten 1925=, y ahoraes un concep- 
to aceptado por la generalidad de los investigado- 

res. Esta situación plantea importantes preguntas 
que deberán responderse a nivel de investigación 
epidemiológica, clinica, básica y deseviciosdesalud. 

La presencia de dos especies parásitas del hom- 
bre, indistinguiblesdesdeel puntodevista morfoló- 
gicoy que producen reaccionesserológicas cruza- 
das, al menos con las técnicas clásicas de labora- 
torio, presentó a los investigadores un nuevo reto: 
desarrollar nuevos métodos capaces de distinguir 
entre E. histolytica y E. dispar. Estos nuevos méto- 
dos deben ser muy específicos, sensibles, pero 
además sencillos, para aplicarlos en encuestas 
seroepidemiológicas que permitan definir las tasas 
de parasitosis debidas a E. histolytica y10 a E. 
dispar. Como se mostrará en este trabajo, estas 
técnicas ya existen, aunque aún son susceptibles 
de ser mejoradas. 

Criterios generales para el diagnóstico de la 
ambiasis 

Para integrar un diagnóstico esimportante con- 
siderar los siguientes elementos de j ~ i c i o : ~  

a) Signos y sintomassugerentesde laenfermedad. 
b) Las lesiones caracteristicas. 
c) Las imágenes diagnósticas. 
d) El análisis de laboratorio. 

En no raras ocasiones es muy dificil para el 
médico observar las lesiones intestinales. Sobre 
todo cuando el endoscopio no llega al sitio indicado. 
Lossignosy sintomasy las imágenesdiagnósticas 
pueden confundirse con otras enfermedades, so- 
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bre todo con cáncer hepático, en el caso de absce- 
so hepático amibiano o con cáncer intestinal, en el 
caso de los amebomas. De ahí la importancia del 
análisis clínico, sobre todo para identificar al pará- 
sito o detectar su pre~encia.~ 

Métodos clásicos para la identificación de 
Entamoeba hisfolyfíca. 

Estos métodos consisten en lo siguiente: 
a) La obse~acióndirecta de quistes o trofozoítos 

en heces o de éstos últimos en los tejidos 
invadidos. 

b) Métodosde inmunoprecipitación. 

Estos últimos permiten: 
a) La detección de anticuerpos anti-Entamoeba 

hisfolytica. 
b) La detección de antígenosdeestos parásitos, 

sobre todo en heces. 

En zonas endémicas, títulos de anticuerpos 
anti-Entamoeba histolytica de mayores de 1:512 
sonsugerentesdequeel paciente padeceamibiasis. 
Pero este concepto tiene excepciones muy impor- 
tantes, como discutiremos más adelante. 

Ladetección de antígenos amibianos en material 
obtenidodelaslesionesode heceses unmétodoque 
síofreceinfomación sobrelapresenciadelasamibas 
enel organismodel paciente. Esteenfoque pertenece 
a métodos desarrollados recientemente y requieren 
la recuperación de proteínas. Siendo el DNA un ma- 
terial mucho menos lábil que las proteínas, los méto- 
dos modernos de diagnostico que emplean ácidos 
nucléicos resultan más prácticos. 

Técnicas más usuales de serodiagnóstico7 

Estas son las siguientes: 

Hemaglutación indirecta. Emplea eritrocitos 
de carnero opsonizados con antígeno de E. 
histolytica. La reacción positiva consiste en 
una aglutinación de loseritrocitosen presencia 
de y-globulinas anti-E. histolytica presentes en 
el suero del paciente. 

Inmunoflurescencia. Se usany-globulinas anti- 
Entamoeba histolytica marcadas con com- 
puestos fluorescentes. Para esta prueba se 
requiere tener los antigenos de Entamoeba 
histolytica. 
lnmunotluorescencia indirecta. En este méto- 
do se incuba el suero de los pacientes con el 
antígeno amibiano. Si en el suerodel paciente 
existen anticuerpos contra Entamoeba 
histolyticaseformarán los complejosespecífi- 
cos antigeno-anticuerpo, Estos complejos se 
visualizan haciendolos reaccionar con y- 
globulinas de carnero a alguna otra especie 
animal dirigidas contra las y-globulinas huma- 
nas las cuales fueron marcadas previamente 
con algún compuesto fluorescente ( por ejem- 
plo isotiocianato deflourecceina). 
ELISA. Llamada así por sus siglas en Inglés 
(Enzyme Linkage Imunosorbent Assay). Para 
la prueba se utiliza antígeno de Entamoeba 
histolytica inmovilizado en el fondo de los po- 
zosde placaspara microensayo. Estas placas 
se incuban con el suero problema, se lavan 
para eliminar la mayor parte de las moléculas 
que no formaron los complejos antígeno-anti- 
cuerpo específicas y se incuban con el conju- 
gado de y-globulinas de carnero u otra especie 
anti-y-globulinas humanas acopladas a una 
enzima, en presencia de un sustrato especifi- 
co. La enzima puede ser. por ejemplo, 
peroxidasa de rábano. En tal caso se usaría 
peróxidode hidrógenoel cual libera oxígeno al 
ser hidrolizado por la peroxidasa. En este caso, 
al agregar a la mezcla de reacción un com- 
puesto que adquiera color en un medio oxida- 
do, comoel ácidosalicilico, se podrá revelarla 
reacción. La intensidad del color es directa- 
mente proporcional a la concentración de y- 
globulinas anti-Entamoeba histolytica en el 
suero del sujeto de estudio. estas placacpue- 
den leerse muy rápidamente con un aparato 
automatizado (lectorde ELISA). 
Radioinmunoensayo. Para esta prueba se uti- 
lizan y-globulinas de carnero u otra especie 
antiy-globulinas humanas marcadascon [1251]. 
La radiactividad determinada en un contador 
de radiaciones gamma es proporcional a la 
cantidad de anticuerpos anti-Entamoeba 
histolytica en el suero del paciente. 
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Todas las pruebas mencionadassiguen siendo 
muy útiles. Sobre todo cuando se usan antígenos 
purificados aislados directamente de las a m i b a ~ , ~  
anticuerpos monoclonales7 o proteinas recom- 
binantes. Estas últimas se obtienen después de 
haberseleccionado la secuencia que codifica para 
el antígenode interés, generalmentede una biblio- 
tecadeADNc, lacual, al colocarlaen unvehiculode 
expresión puede producirse masivamente y de ahi 
purificarse parasu usocomo biorreactivo.Algunas 
proteinas de superficie son características de 
zimodemos patógenos y otras de zimodemos no 
patógenos. Y podrían utilizarse para realizar en- 
cuestas seroepidemiológicas. Algunas de estas 
proteínas son las siguientes: 

RecM17(9,10) 
RecSREHP(11,12) . Rec EHPl (13). 

Métodos modernos para la identificación de 
Entamoeba Histolytica 

En este trabajo no referiremos a dos métodos 
enespecial, la reacción encadena dela polimerasa 
y una técnica de electroinrnunotransferencia. 
(Westem bloto Immunoblotting) para el diagnósti- 
co de absceso hepático amibiano (método 
patentad~:)'~.'~ 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

El fundamento de esta técnica ya fue amplia- 
mente discutido en otros trabajos de este simpo- 
sio. porlo tanto no~referirernos>~ui sóloa algunas 
de los sondas descritas hasta ahora y a los resul- 
tados más sobresalientes obtenidos con ellas. 
Sammuelson en 198g1= describió dos pares de 
sondasde DNAc, uno parazimodemos patógenos 
y otro para zimodemos no patógenos. Utilizando 
estos dos pares de sondas Acuiia-Soto et aI.l7 
estudiaron 201 aislados de DNA de haces en el 
estado de Chiapas. Con estas sondas no sólo 
fueron capaces de distinguir entre Entamoeba 
histolytica y otras especies de amibas parasitas 
del intestino humano, sino que además identifica- 

ron zimodemos no patógenos y zimodemos 
patógenos en los aislados. Los resultados corres- 
pondieron a un 96% de sensibilidad y un 86% de 
especificidad. Se han descrito otras sondas con 
buenos índices de sensibilidad y especificidad, 
aunque no se han probado en condiciones de 
campo en forma tan amplia como lo hicieron Acu- 
tia-Soto et a1.17Algunas deestas sondas son (a) la 
cEHPl y lacEHNP1 ,'B(b)unaclonadecDNAde0.7 
kb19 y (c) sondas de DNA P145 y 8133.20 

Electroinmunotransferencia 

Esta técnica fue desarrollada para el diagnósti- 
codeabsceso hepátic~amibiano.'~,'~ 

A diferencia de otros trabajos realizados con la 
técnica de inrnunotransferencia, no se utilizaron 
proteinas purificadas, sino extractos totales de 
Enfamoeba histolytica. 

La estrategia fundamental para la implemen- 
tación del método de diagnóstico mediante 
electroimnunotrasferenciafu~la búsqueda e iden- 
tificación de las moléculas amibianas inmunodo- 
rninantesqueson reconocidas por los anticuerpos 
presentessolamenteen los pacientes con amibiasis 
extraintestinal. Es decir, fue posible realizar una 
buena discriminación entre los sueros analizados 
porque los anticuerpos detectados en pacientes 
con amibiasis invasora no fueron detectables en 
los sueros de sujetos con amibiasis asintomática. 
Esta discriminación fue muy clara, a pesar de que 
los pacientes asintomáticos tenían anticuerpos di- 
rigidos contra otros antigenos amibianos. En el 
desarrollo experimental de este trabajo se combi- 
naron el uso de técnicas de alta resolución y alta 
sensibilidad; como son, la electroforesis en geles 
de poliacrilamida-dodesil sulfato de sodio e 
inmunoelectrotrasferencia. Para los análisis se 
partió de una pastilla Iioflizada de trofozoitos culti- 
vada en medio PEHPS2' y obtenida mediante un 
método de producción masiva en su~pensión;~~de 
laquepreviarnenteseeliminóel92% de laactividad 
proteolitica origina1.14 15,23,24 Las proteínas de éste 
extracto se separaron en geles de PAA-SDS y se 
transfirieron a papelesdeacetatode nitrocelulosa. 
Estos papeles se incubaron con suerocde pacien- 
tes con disenteria o absceso hepático amibianos, 
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con sueros de pacientes portadores de quistes 
perosinsintomasclínicosdeamibiasisosuerosde 
testigos sin síntomas de amibiasis y con examen 
coproparasitoscópico negativo.24 Después se re- 
velaron las bandasdonde hubouniónespecificade 
antigeno-anticuerpo y se analizaron los patrones 
 resultante^.^^,'^ 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 
Se identificó un patrón antigénico reconocido 

exclusivamente por los anticuerpos presentes en 
los pacientes con absceso hepático amibiano o 
disenteria amibiana. El patrón está constituido por 
seis bandas antigénicas y no es reconocido por los 
anticuerpos presentes en los sueros de lossujetos 
sin amibiasisque habitan en unazonaendémica ni 
porlos anticuerposde los portadoresdequistessin 
sintomas clínicos. 

Por otro lado, se observó que el patrón carac- 
terístico de amibiasis invasora, arriba mencionado, 
no mostró correlación con los titulos de anticuer- 
posdeterminados porla técnicade hemaglutinación 
indirecta. Por ejemplo, en el suero de algunos 
pacientes con absceso hepático amibiano se en- 
contró un patrón característico de amibiasis inva- 
sora y titulos de anticuerpos de 1512 o menores 
(considerados como negativos). Lo cual sugiere 
fuertemente que el método de inmunoelec- 
trotrasferencia, aqui descrito, es más sensible y 
confiable para sustentarun diagnóstico de absce- 
so hepáticoamibianoqueel métodode hemagluti- 
naciónindirecta. 

Actualmenteel método de inmunoelectrotrans- 
ferencia ya ha apoyado al diagnóstico de más de 
100 pacientes con absceso hepático amibiano en 
el Hospital Universitariodela Universidad Autóno- 
ma de Nuevo León y se están realizando estudios 
dedoble ciego para analizar lavalidezdel método. 

El método de inmunotransferencia mencionado 
es útil para establecer un diagnóstico más preciso 
de absceso hepático amibiano en beneficio de los 
pacientes. Sobre todo en casos dudosos. La puri- 
ficación, clonación moleculary producción masiva 
delosantigenos queconstituyen el patrón reconocido 
porpacientescon amibiasis invasorafacilitarian la 
implementación de métodosde inmunodiagnóstico 
más sencillos y posiblemente más económicos. 
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